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DESCRIPCION
Uso terapéutico de anticuerpos antirreceptor TWEAK.
3. Antecedentes

El receptor TWEAK (TweakR), también conocido como Fn14 o TNFRSF12A, es un miembro de la superfamilia de
receptores del factor de necrosis tumoral. Se expresa sobre la superficie de células cancerosas derivadas de una
variedad de tumores soélidos. La expresion de TweakR se puede detectar en algunos tejidos normales, incluyendo el
rifidn (capsula de Bowman), el higado (hepatocitos), y en células endoteliales proliferantes y fibroblastos (Meighan-
Mantha, et al., 1999, J. Biol. Chem. 1999; 274:33166-33176; y Jakubowski, et al., 2002, J. Cell Sci. 2002; 115:267-
274). La expresion de TweakR esta aumentada por factores de crecimiento in vitro e in vivo en respuesta a lesion
tisular, regeneracion, e inflamacién (Feng, et al., 2000, Am. J. Pathol., 156:1253-1261; Wiley, et al., 2001, Immunity,
15:837-846; y Desplat-Jego, et al., 2005, J. Neuroimm., 133:116-123).

Se han dado a conocer el AND y las secuencias de aminoacidos que corresponden al TweakR (véanse, por ejemplo,
la patente US n°® 6.531.447, la patente US n° 6.824.773, la Publicacién de Solicitud de Patente US n° 2006/0025574,
la Publicacion PCT n® WO 98/55508, la Publicacién PCT n° WO 99/61471). De forma similar, se han dado a conocer
métodos para obtener y usar antagonistas y agonistas de TweakR para modular la angiogénesis asociadas con
trastornos inmunolégicos y cancer (véanse, por ejemplo, la patente US n°® 6.727.225, la patente US n° 6.824.773, la
patente US n° 7.001.992, la patente US n° 7.169.387, la patente US n° 7.208.151, la Publicacion de Solicitud de
Patente US n° 2005/0054047, la Publicacién de Solicitud de Patente US n° 2005/0208046, la Publicacion de
Solicitud de Patente US n° 2006/0084143, la Publicacion PCT n® WO 00/42073). Sin embargo, ninguno de estos
informes han identificado anticuerpos monoclonales que se unen a TweakR y muestran efectos antitumorales. Estas
deficiencias se han abordado, como se describe aqui, mediante la identificacion de anticuerpos que se unen a
TweakR, y la caracterizacion de sus actividades bioldgicas. La identificacion de anticuerpos monoclonales anti-
TweakR ha conducido al desarrollo de composiciones para el tratamiento de tumores solidos, y también proporciona
herramientas de cribado para uso de diagndstico.

4. Sumario
La invencion proporciona un anticuerpo anti-Tweak-R aislado o un fragmento de union a antigeno del mismo,

en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno puede inhibir o prevenir el crecimiento de un tumor
sélido que expresa SEC ID n° 2, en el que ademas dicho anticuerpo o fragmento de union a antigeno
comprende:

una CDR1 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la formula
XaaYWMXaa (SEC ID n° 120), en la que Xaa en la posicién 1 es S, N, o Ky Xaa en la posicibn 5 es S o N;

una CDR2 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la féormula
EIRLKSDNYATHYAESXaaKG (SEC ID n°® 121), en la que Xaa en la posicion 17 es Ao V;

una CDR3 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminodcidos que comprende la formula
XaaXaaADXaaXaaDY (SEC ID n° 122), en la que Xaa en la posicion 1 es G, T, 0 Y, Xaa en la posiciéon 2 es F
0Y, Xaa en la posicion 5es A, T, 0 Y, y Xaa en la posicién 6 es F o M;

una CDR1 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
XaaASQSVSTSXaaYSYMXaa (SEC ID n° 127), en la que Xaa en la posicion es 1 es R 0 K, Xaa en la
posicion 10 es So T y Xaa en la posicion 15es Ho Q;

una CDR2 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
YAXaaXaalLXaaS (SEC ID n° 128), en la que Xaa en la posicién 3 es S 0 T, Xaa en la posicién 4 es N o K,
Xaa en la posicion 6 es E 0 D; y,

una CDR3 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
QHSWEXaaPYT (SEC ID n° 129), en la que Xaa en la posicibn 6 es | o L.

Se proporcionan aqui composiciones que comprenden anticuerpos monoclonales y humanizados, o sus fragmentos
de unién a antigeno, que se unen a TweakR humano, y métodos para su uso en terapia, tal como para tratar cancer.

Los anticuerpos monoclonales o humanizados anti-TweakR se pueden generar a partir de acidos nucleicos que
codifican polipéptidos de anticuerpos anti-TweakR monoclonales o humanizados, que tienen 65%, 75%, 85%, 90%,
95%, 97% 0 99% 0 més de identidad de secuencia con una o mas de las secuencias de aminoacidos seleccionadas
del grupo que consiste en SEC ID n°: 3-12. El acido nucleico puede codificar un polipéptido de un anticuerpo anti-
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TweakR monoclonal o humanizado que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEC ID n°: 3-12.

En otras formas de realizacion, los anticuerpos monoclonales o humanizados anti-TweakR pueden derivar de
polipéptidos que tienen 65%, 75%, 85%, 90%, 95%, 97% o0 99% o mas de identidad de secuencia con una o mas de
las secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en SEC ID n° 3-10. En algunas formas de
realizacién, el polipéptido comprende una o mas de las secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que
consiste en SEC ID n°: 3-10.

En algunas formas de realizacion, las composiciones comprenden anticuerpos monoclonales de ratén anti-TweakR,
o sus fragmentos de anticuerpos, en las que dicho anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada
madura que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID n°S: 5, 7, 0
9, y una region variable de cadena ligera madura que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo gue consiste en SEC ID n°: 6, 8 6 10.

En algunas formas de realizacién, las composiciones comprenden anticuerpos humanizados anti-TweakR o sus
fragmentos de anticuerpos, en las que dicho anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada madura
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 3, y una region variable de cadena ligera madura que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 4.

En algunas formas de realizacion, las composiciones comprenden anticuerpos monoclonales o humanizados anti-
TweakR, o sus fragmentos de anticuerpos, en las que dicho anticuerpo comprende una region variable que
determina la complementariedad de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID n°: 13-22, 25-30 y 120-122, y una region de complementariedad de la cadena
ligera madura que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID n®:
66-81, 83 y 127-129. Adicionalmente, las composiciones pueden comprender una region de entramado de cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID n°: 31-65 y
123-126, y/o una regién de entramado de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID n°. 84-119 y 130-133. Los anticuerpos pueden comprender todas las
regiones que determinan la complementariedad del dominio variable de la cadena pesada y/o ligera de un
anticuerpo anti-TweakR descrito en la presente memoria , opcionalmente en los que también estan presentes una o
mas de las regiones de entramado que rodean a las regiones que determinan la complementariedad. En algunas
formas de realizacion, estan presentes las regiones que determinan la complementariedad tanto de las regiones
variables de la cadena pesada como de la cadena ligera.

En algunas formas de realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se une a un epitopo de TweakR
humano reconocido por el anticuerpo humanizado anti-TweakR, PDL192, en el que el epitopo comprende un R en la
posicion 56 de SEC ID n° 2. PDL192 y otros anticuerpos que son capaces de unirse al epitopo de TweakR que
comprende un R en la posicién 56 son capaces de exterminar células que expresan TweakR.

Aunque se han descrito anticuerpos anti-TweakR, los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui tienen un ndmero de
caracteristicas utiles, incluyendo la puesta en marcha de la apoptosis y/o la estimulacion de citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos (ADCC) en células que expresan TweakR. Las células que expresan TweakR incluyen
células cancerosas de cancer de vejiga, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer pulmonar, melanoma, cancer
pancreatico, cancer de cabeza y cuello, cancer ovarico, cancer de estbmago, cancer uterino, cancer cervical, cancer
de esofago, cancer de células renales, glioblastoma, y sarcomas.

En consecuencia, las composiciones descritas en la presente memoria se pueden usar para inhibir la proliferacion
y/o exterminar células que expresan TweakR. Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, las composiciones
descritas en la presente memoria se pueden usar para tratar a un individuo que sufre cancer, incluyendo, pero sin
limitarse a, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer pulmonar, melanoma, cancer pancreatico,
cancer ovarico, cancer renal, cancer de cabeza y cuello, cancer esofagico, cancer uterino, cancer de estomago,
cancer cervical, glioblastoma, y sarcomas.

La persona experta apreciara que una 0 mas caracteristicas especificas de cualquier realizacién descrita en la
presente memoria se pueden combinar con una 0 mas caracteristicas de cualquier otra realizaciéon descrita en la
presente memoria.

5. Breve descripcion de las figuras

La figura 1A proporciona el &cido nucleico (SEC ID n°: 1), y la figura 1B proporciona la secuencia de aminoacidos
de TweakR (SEC ID n°: 2);

la figura 2A proporciona la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (SEC ID n° 3) y
de la region variable de la cadena ligera (SEC ID n°: 4) del anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL192;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2411907 T3

la figura 2B proporciona la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (SEC ID n° 5) y
de la region variable de la cadena ligera (SEC ID n°: 6) del anticuerpo anti-TweakR murino 19.2.1;

la figura 2C proporciona la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (SEC ID n°: 7) y
de la region variable de la cadena ligera (SEC ID n°: 8) del anticuerpo anti-TweakR murino 18.3.3;

la figura 2D proporciona la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (SEC ID n°; 9) y
de la region variable de la cadena ligera (SEC ID n°: 10) del anticuerpo anti-TweakR murino 136.1;

la figura 2E proporciona la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (SEC ID n°: 11)
y de la regién variable de la cadena ligera (SEC ID n°: 12) del anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL400;

la figura 3A proporciona las secuencias de aminoacidos de la region que determina la complementariedad 1
(CDR1) de la cadena pesada para el anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n°: 13), anticuerpo
anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 14), anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID n°: 15), anticuerpo
anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 16), anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3 (SEC ID n° 17), y
anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n°; 18);

la figura 3B proporciona las secuencias de aminoacidos de la CDR2 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n° 19), anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n° 20),
anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID n°: 21), anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 22),
anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3 (SEC ID n° 23), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n°:
24);

la figura 3C proporciona las secuencias de aminoéacidos de la CDR3 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n° 25), anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 26),
anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID n°: 27), anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 28),
anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3 (SEC ID n°: 29), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n®:
30);

la figura 3D proporciona las secuencias de aminoacidos de la region de entramado 1 (FR1) de la cadena pesada
para el anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n°: 31), anticuerpo anti-TweakR humanizado,
PDL192-2 (SEC ID n°: 32), anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 33), anticuerpo anti-TweakR
murino, 136.1 (SEC ID n°: 34), anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 35), anticuerpo anti-TweakR
humanizado, PDL183 (SEC ID n° 36), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183-2 (SEC ID n° 37),
anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3 (SEC ID n°: 38), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n®:
39);

la figura 3E proporciona las secuencias de aminoacidos de la FR2 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n°: 40), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL192-2 (SEC ID n°: 41),
anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 42), anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID n°: 43),
anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 44), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183 (SEC ID
n°: 45), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183-2 (SEC ID n°: 46), anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3
(SEC ID n®: 47), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n°: 48);

la figura 3F proporciona las secuencias de aminoacidos de la FR3 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n°: 49), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL192-2 (SEC ID n°: 50),
anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 51), anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID n°: 52),
anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 53), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183 (SEC ID
n°: 54), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183-2 (SEC ID n°: 55), anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3
(SEC ID n°: 56), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n°: 57);

la figura 3G proporciona las secuencias de aminoacidos de la FR4 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n° 58), anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 59),
anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID n°: 60), anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 61),
anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183 (SEC ID n° 62), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183-2
(SEC ID n° 63), anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3 (SEC ID n°: 64), y anticuerpo anti-TweakR murino,
ITEM-1 (SEC ID n°: 65);

la figura 4A proporciona las secuencias de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n° 66), anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 67),
anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID n°: 68), anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 69),
anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3 (SEC ID n° 70), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n®:
71);
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la figura 4B proporciona las secuencias de aminoacidos de la CDR2 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n° 72), anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 73),
anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID n°: 74), anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 75),
anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3 (SEC ID n°: 76), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n°:
77);

la figura 4C proporciona las secuencias de aminoacidos de la CDR3 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n° 78), anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 79),
anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID n°: 80), anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 81),
anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3 (SEC ID n°: 82), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n°:
83);

la figura 4D proporciona las secuencias de aminoacidos de la FR1 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n°: 84), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL192-2 (SEC ID n°: 85),
anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 86), anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID n°: 87),
anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 88), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183 (SEC ID
n°; 89), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183-2 (SEC ID n°: 90), anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3
(SEC ID n°: 91), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n°: 92);

la figura 4E proporciona las secuencias de aminoacidos de la FR2 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n°: 93), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL192-2 (SEC ID n°: 94),
anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 95), anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID n°: 96),
anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 97), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183 (SEC ID
n%: 98), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183-2 (SEC ID n°: 99), anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-3
(SEC ID n°: 100), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n°: 101);

la figura 4F proporciona las secuencias de aminoacidos de la FR3 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n°: 102), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL192-2 (SEC ID n°:
103), anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 104), anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID
n°: 105), anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 106), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183
(SEC ID n° 107), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183-2 (SEC ID n° 108), anticuerpo anti-TweakR
murino, ITEM-3 (SEC ID n°: 109), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n°: 110);

la figura 4G proporciona las secuencias de aminoacidos de la FR4 de la cadena pesada para el anticuerpo anti-
TweakR humanizado, PDL192 (SEC ID n° 111), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL192-2 (SEC ID n°:
112), anticuerpo anti-TweakR murino, 19.2.1 (SEC ID n°: 113), anticuerpo anti-TweakR murino, 136.1 (SEC ID
n°: 114), anticuerpo anti-TweakR murino, 18.3.3 (SEC ID n°: 115), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183
(SEC ID n° 116), anticuerpo anti-TweakR humanizado, PDL183-2 (SEC ID n° 117), anticuerpo anti-TweakR
murino, ITEM-3 (SEC ID n°: 118), y anticuerpo anti-TweakR murino, ITEM-1 (SEC ID n°: 119);

la figura 5 proporciona las secuencias de consenso de CDR y FR para anticuerpos anti-TweakR;

la figura 6 proporciona un perfil de expresion génica ejemplar de la expresion del gen anti-TweakR en una
variedad de tumores sélidos. El eje X representa muestras individuales evaluadas en el chip génico, y el eje Y
indica la intensidad media de la expresion de TweakR para cada muestra;

la figura 7 representa una tincion inmunohistolégica de células tumorales que expresan TweakR con el
anticuerpo anti-TweakR 29.T10;

la figura 8A representa la liberacién de IL-8 por los anticuerpos anti-TweakR ITEM1, ITEM2, ITEM3, ITEM4 y los
controles isotipicos;

la figura 8B representa la liberacion de IL-8 por el anticuerpo anti-Tweak R PDL192;

la figura 8C representa la liberacion de IL-8 por el anticuerpo anti-Tweak R 18.3.3;

la figura 8D representa la liberacion de IL-8 por el anticuerpo anti-Tweak R 136.1;

la figura 8E representa la liberacion de IL-8 por el anticuerpo anti-Tweak R PDL400;

la figura 9 representa un ensayo antiproliferativo tipico que usa el anticuerpo anti-TweakR, 19.2.1;

Las figura 10A-10B proporcionan ejemplos mediante los cuales los anticuerpos anti-TweakR PDL192 (figura 10A)
y 136.1 (10B) inhiben el crecimiento celular induciendo apoptosis a través de la activacion de caspasa;

la figura 11 representa la actividad antitumoral de PDL192 en el modelo de xenoinjerto de célula renal SN12C;
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la figura 12 representa un estudio de busqueda de intervalo de dosis con 19.2.1 en el modelo de xenoinjerto de
A253 de cancer de cabeza y cuello;

la figura 13 representa la actividad antitumoral usando 19.2.1 en un régimen de dosificacién crénica en el modelo
A253 de cancer de cabeza y cuello;

la figura 14 representa la actividad antitumoral de PDL192 en el modelo de xenoinjerto de vejiga urinaria HT1376;

la figura 15 representa la actividad antitumoral en un estudio de blsqueda del intervalo de dosis con PDL192 en
el modelo del xenoinjerto de melanoma A375;

la figura 16 representa la actividad antitumoral de PDL192 en el modelo de xenoinjerto ovarico CSOC;
la figura 17 representa la actividad antitumoral de PDL192 + gemcitabina en el modelo de xenoinjerto Pancl;

las figuras 18A-18D representan la actividad antitumoral de PDL192 + irinotecan * cetuximab en el modelo de
xenoinjerto HT29;

las figuras 19A-19B representan la actividad antitumoral y antimetastasica de PDL192 en un modelo de cancer
de mama que usa el xenoinjerto variante MDA-MB-231;

las figuras 20A-20B representan la actividad ADCC del anticuerpo anti-TweakR PDL192 sobre transfectantes
TweakR (figura 20A) y células de cancer renal SN12C (figura 20B) usando PBMCs humanas como células
efectoras;

la figura 20C representa la actividad ADCC del anticuerpo anti-TweakR PDL192 sobre transfectantes TweakR
usando esplenocitos de raton como células efectoras;

las figuras 21A-21B representan la actividad antitumoral del isotipo IgG1 murino (19.2.1xG1) y del isotipo 1gG2a
murino (19.2.1) en el modelo de xenoinjerto renal SN12C (figura 21A) y en el modelo de xenoinjerto de
melanoma A375 (figura 21B); y

las figuras 22A-22B representan la union de anticuerpo anti-TweakR a TweakR humano, TweakR (R56P)
humano y TweakR de ratén.

6. Descripcion detallada

Se entendera que tanto la descripcién general anterior como la siguiente descripcion detallada son solamente
ejemplares y explicativas, y no son restrictivas de las composiciones y métodos descritos en la presente memoria.
En esta solicitud, el uso del singular incluye el plural, excepto que se sefiale especificamente de otro modo.
También, el uso de “0” significa “y/0”", excepto que se sefiale de otro modo. De forma similar, “comprender”,

” o« noow "o,

“comprende”, “que comprende”, “incluir”, “incluye” y “que incluye” no pretenden ser limitantes.
6.2 Definiciones
Como se usa en la presente memoria, los siguientes términos pretenden tener los siguientes significados:

Como se usa en la presente memoria, “anticuerpo” incluye la referencia a una molécula de inmunoglobulina
inmunolégicamente reactiva con un antigeno particular, que incluye anticuerpos tanto policlonales como
monoclonales. El término también incluye formas manipuladas genéticamente mediante ingenieria, tales como
anticuerpos quiméricos (por ejemplo, anticuerpos murinos humanizados) y anticuerpos heteroconjugados (por
ejemplo, anticuerpos biespecificos). El término “anticuerpo” también incluye formas de unién a antigeno de los
anticuerpos, incluyendo fragmentos con capacidad para unién al antigeno (por ejemplo Fab’, F(ab’),, Fab, Fvy rigG).
Véase también, Pierce Catalog and Handbook, 1994-1995 (Pierce Chemical Co., Rockford, Ill.). Véase tb, por
ejemplo, Kuby, J., Immunology, 32 Ed., W.H. Freeman & Co., Nueva York (1998). El término también se refiere a
fragmentos Fv monocatenarios (scFv) recombinantes. El término anticuerpo también incluye moléculas bivalentes o
biespecificas, dianticuerpos, trianticuerpos, y tetraanticuerpos. Las moléculas bivalentes y biespecificas se
describen, por ejemplo, en Kostelny et al. (1992) J Immunol 148:1547, Pack y Pluckthun (1992) Biochemistry
31:1579, Hollinger et al., 1993, mas arriba, Gruber et al. (1994) J Immunol: 5368, Zhu et al. (1997) Protein Sci 6:781,
Hu et al. (1996) Cancer Res. 56:3055, Adams et al. (1993) Cancer Res. 53:4026, y McCartney, et al. (1995) Protein
Eng. 8:301.

La expresién “anticuerpo monoclonal”’, como se usa aqui, no esta limitada a anticuerpos producidos mediante

tecnologia de hibridoma. La expresion “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo que deriva de un unico
clon, incluyendo cualquier clon eucariota, procariota, o fagico, y no se refiere al método mediante el cual se produce.
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Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando una amplia variedad de técnicas conocidas en la técnica,
incluyendo el uso de tecnologias de hibridoma, recombinante, y de presentacién de fagos, o una combinacion de las
mismas. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden producir usando técnicas de hibridoma, incluyendo
aquellas conocidas en la técnica y ensefiadas, por ejemplo, en Harlow y Lane, “Antibodies: A Laboratory Manual”,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1988); Hammerling et al., en: “Monoclonal Antibodies and T-Cell
Hybridomas”, Elsevier, N.Y. (1981), p. 563 681.

Un anticuerpo inmunolégicamente reactivo con un antigeno particular se puede generar mediante métodos
recombinantes tales como seleccion de librerias de anticuerpos recombinantes en fagos o vectores similares, véase,
por ejemplo, Huse et al., Science 246: 1275-1281 (1989); Ward et al., Nature 341:544-546 (1989); y Vaughan et al.,
Nature Biotech. 14:309-314 (1996), o inmunizando un animal con el antigeno o con ADN que codifica el antigeno.
Los métodos para producir y cribar anticuerpos especificos usando tecnologia de hibridoma son habituales y bien
conocidos en la técnica. En un ejemplo no limitante, se pueden inmunizar ratones con un antigeno de interés o una
célula que expresa tal antigeno. Una vez que se detecta una respuesta inmunitaria, por ejemplo se detectan
anticuerpos especificos para el antigeno en el suero del ratén, se cosecha el bazo del raton y se aislan esplenocitos.
Los esplenocitos se fusionan entonces mediante técnicas bien conocidas a cualesquiera células de mieloma
adecuadas. Los hibridomas se seleccionan y clonan mediante dilucién limitante. Los clones de hibridoma se evalGan
entonces mediante métodos conocidos en la técnica para células que segregan anticuerpos capaces de unirse al
antigeno. El fluido ascitico, que generalmente contiene niveles elevados de anticuerpos, se puede generar
inoculando intraperitonealmente a ratones con clones de hibridoma positivos.

Tipicamente, una inmunoglobulina tiene una cadena pesada y una cadena ligera. Cada una de las cadenas pesada
y ligera contiene una regioén constante y una regién variable, (las regiones son también conocidas como “dominios”).
Las regiones variables de la cadena ligera y de la cadena pesada contienen cuatro regiones de “entramado”
interrumpidas por tres regiones hipervariables, también denominadas “regiones que determinan la
complementariedad” o “CDR”. Las secuencias de las regiones de entramado de las diferentes cadenas ligera o
pesada estan relativamente conservadas en una especie. La region de entramado de un anticuerpo, esto es, las
regiones de entramado combinadas de las cadenas ligera y pesada constituyentes, sirve para situar y alinear las
CDR en el espacio tridimensional.

Las CDR son principalmente responsables de la unién a un epitopo de un antigeno. Las CDR de cada cadena se
denomina tipicamente como CDR1, CDR2, y CDR3, numeradas secuencialmente partiendo del término N, y también
se identifican tipicamente por la cadena en la que esté situada la CDR particular. De este modo, una V4 CDR3 esta
situada en el dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo en el que se encuentra, mientras que una V.
CDRL1 es la CDR1 del dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo en el que se encuentra.

Las referencias a “Vu" se refieren a la region variable de una cadena pesada inmunoglobulinica de un anticuerpo,
incluyendo la cadena pesada de un Fv, scFv, o Fab. Las referencias a “V." se refieren a la region variable de una
cadena ligera inmunoglobulinica, incluyendo la cadena ligera de un Fv, scFv, dsFv o Fab.

La frase “Fv monocatenario” o “scFv” se refiere a un anticuerpo en el que los dominios variables de la cadena
pesada y de la cadena ligera de un anticuerpo bicatenario tradicional se han unido para formar una sola cadena.
Tipicamente, se inserta un péptido ligador entre las dos cadenas para permitir el plegamiento apropiado y la
creacion de un sitio de unién activo.

Un “anticuerpo quimérico” es una molécula inmunoglobulinica en la que (a) la regién constante, o una porcién de la
misma, esta alterada, sustituida o intercambiada de manera que el sitio de unién a antigeno (region variable) esta
enlazado a una regién constante de una clase, funcidn efectora y/o especie diferente o alterada, o a una molécula
totalmente diferente que confiere nuevas propiedades al anticuerpo quimérico, por ejemplo una enzima, toxina,
hormona, factor de crecimiento, farmaco, etc. o (b) la regién variable, o una porcion de la misma, esta alterada,
sustituida o intercambiada con una region variable que tiene una especificidad antigénica diferente o alterada.
Cualquiera de los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui puede ser quimérico.

La expresion “anticuerpo humanizado” o “inmunoglobulina humanizada” se refiere a una inmunoglobulina que
comprende un entramado humano, al menos una y preferiblemente todas las regiones que determinan la
complementariedad (CDR) de un anticuerpo no humano, y en el que cualquier regidon constante presente es
sustancialmente idéntica a una region constante de inmunoglobulina humana, es decir, al menos alrededor de 85%,
al menos 90%, y al menos 95% idéntica. Por tanto, todas las partes de una inmunoglobulina humanizada, excepto
posiblemente las CDR, son sustancialmente idénticas a las partes correspondientes de una o mas secuencias de
inmunoglobulinas humanas nativas. A menudo, los restos del entramado en las regiones de entramado humanas se
sustituiran por el resto correspondiente procedente del anticuerpo dador de CDR, para alterar, preferiblemente
mejorar, la unién al antigeno. Estas sustituciones del entramado se identifican mediante métodos bien conocidos en
la técnica, por ejemplo formando modelos de las interacciones de la CDR vy restos del entramado para identificar
restos del entramado importantes para la unidn al antigeno, y mediante comparacion de secuencias para identificar
restos del entramado inusuales en posiciones particulares. Véanse, por ejemplo, Queen et al., patentes US n°:
5.530.101; 5.585.089; 5.693.761; 5.693.762; 6.180.370. Los anticuerpos se pueden humanizar usando una variedad
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de técnicas conocidas en la técnica, incluyendo, por ejemplo, transplante de las CDR (documento EP 239.400;
publicacion PCT WO 91/09967; patentes US n® 5.225.539; 5.530.101 y 5.585.089), sustitucion selectiva de restos
en la superficie (documentos EP 592.106; EP 519.596; Padlan, Mol. Immunol., 28:489 498 (1991); Studnicka et al.,
Prot. Eng. 7:805 814 (1994); Roguska et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 91:969 973 (1994), y recombinacién aleatoria de
cadenas (patente US n° 5.565.332). Los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui incluyen anticuerpos humanizados,
tales como anticuerpos humanizados de ratén, anticuerpos completamente humanos, y anticuerpos de ratén.

“Epitopo” o “determinante antigénico” se refiere a un sitio en un antigeno al que se une un anticuerpo. Los epitopos
pueden estar formados tanto de aminoacidos contiguos como de aminoacidos no contiguos yuxtapuestos mediante
plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos formados a partir de aminoacidos contiguos son retenidos
tipicamente al exponerlos a disolventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados mediante
plegamiento terciario se pierden tipicamente en el tratamiento con disolventes desnaturalizantes. Un epitopo incluye
tipicamente al menos 3, y mas habitualmente al menos 5 u 8-10 amino&cidos en una conformacion espacial Unica.
Los métodos para determinar la conformacion espacial de epitopos incluyen, por ejemplo, cristalografia de rayos X y
resonancia magnética nuclear bidimensional. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods in
Molecular Biology, Vol. 66, Glenn E. Morris, Ed (1996).

La determinacién de si dos anticuerpos se unen sustancialmente al mismo epitopo se logra mediante los métodos
conocidos en la técnica, tales como un ensayo de competicion. Al llevar a cabo un estudio de competicion de
anticuerpos entre un anticuerpo de control (por ejemplo, uno de los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui) y
cualquier anticuerpo de ensayo, primero se puede marcar el anticuerpo de control con un marcador detectable, tal
como biotina, marcador enzimatico, radioactivo, o0 marcador fluorescente, para permitir la identificacion subsiguiente.
Se mide la intensidad del marcador unido. Si el anticuerpo marcado compite con el anticuerpo no marcado por la
unién a un epitopo solapante, la intensidad disminuir4 con respecto a la unién mediante anticuerpo no marcado de
control negativo.

Los términos “aislado”, “purificado”, o “biolégicamente puro” se refieren a material que estd sustancial o
esencialmente libre de componentes que normalmente lo acompafian como se encuentra en su estado nativo. La
pureza y homogeneidad se determinan tipicamente usando técnicas de quimica analitica, tales como electroforesis
en gel de poliacrilamida o cromatografia de liquidos de altas prestaciones. Sustancialmente se purifica una proteina
0 acido nucleico que es la especie predominante presente en una preparacion. En particular, se separa un acido
nucleico aislado a partir de algunos marcos de lectura abiertos que flanquean de forma natural el gen y codifica
proteinas distintas de la proteina codificada por el gen. El término “purificado”, en algunas formas de realizacion,
significa que un acido nucleico o proteina da lugar a esencialmente una banda en un gel electroforético. En algunas
formas de realizacion, significa que el acido nucleico o proteina es al menos 85% puro, al menos 95% puro, y al
menos 99% puro. En otras formas de realizacion, “purificar” o “purificacion” significa eliminar al menos un
contaminante de la composicion a purificar. En este sentido, la purificacion no requiere que el compuesto purificado
sea homogéneo, por ejemplo 100% puro.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan aqui de forma intercambiable para referirse a un polimero
de restos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas restos de
aminoacidos es un mimético quimico artificial de un aminoacido de origen natural correspondiente, asi como a
polimeros de aminoacidos de origen natural, aquellos que contienen restos modificados, y polimero de aminoacidos
de origen no natural.

El término “aminoacido” se refiere a aminoacidos de origen natural y sintéticos, asi como a analogos de aminoacidos
y a miméticos de aminoacidos que funcionan de forma similar a los aminoacidos de origen natural. Los aminoé&cidos
de origen natural son aquellos codificados por el cédigo genético, asi como aquellos aminoacidos que se modifican
mas tarde, por ejemplo hidroxiprolina, gamma-carboxiglutamato, y O-fosfoserina. Los analogos de aminoacidos se
refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica béasica que un aminoacido de origen natural, por
ejemplo un carbono alfa que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R, por
ejemplo homoserina, norleucina, metionina sulféxido, metionina metil sulfonio. Tales analogos pueden tener grupos
R modificados (por ejemplo, norleucina) o cadenas principales peptiticas modificadas, pero retienen la misma
estructura quimica basica que un aminoacido de origen natural. Los miméticos de aminoacidos se refieren a
compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido,
pero que funcionan de forma similar a un aminoacido de origen natural.

Los aminoacidos se pueden referir en la presente memoria por sus simbolos de tres letras habitualmente conocidos,
o0 mediante los simbolos de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura Bioquimica de la [IUPAC-IUB.
Igualmente, los nucleétidos se pueden referir aqui por sus codigos de una sola letra habitualmente aceptados.

La expresion “Variantes modificadas de forma conservativa” se aplica tanto a secuencias de aminoacidos como de
acidos nucleicos. Con respecto a secuencias de acidos nucleicos particulares, las variantes modificadas de forma
conservativa se refieren a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o
esencialmente idénticas, o, cuando el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias
esencialmente idénticas o asociadas, por ejemplo naturalmente contiguas. Debido a la degeneracién del codigo
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genético, un gran nimero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican a la mayoria de las proteinas. Por
ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU cadifican todos ellos el aminoacido alanina. De este modo, en cada
posicion donde una alanina esta especificada por un codén, el codén se puede alterar a otro de los codones
correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Tales variaciones de &acidos nucleicos son
“variaciones silenciosas”, que son una especie de variaciones modificadas de forma conservativa. Cada secuencia
de acido nucleico aqui que codifica un polipéptido también describe variaciones silenciosas del acido nucleico. Un
experto reconocera que, en ciertos contextos, cada codon en un acido nucleico (excepto AUG, que es normalmente
el Unico codo6n para metionina, y TGG, que es normalmente el Gnico codén para triptéfano) se puede modificar para
producir una molécula funcionalmente idéntica.

En cuanto a las secuencias de aminoacidos, un experto reconocerd que sustituciones, supresiones o adiciones
individuales a una secuencia de acido nucleico, peptidica, polipeptidica o proteica, que alteran, afiaden o suprimen
un Unico aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada, es una “variante
modificada de forma conservativa’, en la que la alteracién da como resultado la sustitucién de un aminoacido por un
aminoacido quimicamente similar. Las tablas de sustituciones conservativas, que proporcionan aminoacidos
funcionalmente similares, son bien conocidas en la técnica. Tales variantes modificadas de forma conservativa son
ademas y no excluyen variantes polimérficas, homologos entre especies, y alelos de la invencién. Las sustituciones
conservativas entre si incluyen tipicamente, por ejemplo: 1) alanina (A), glicina (G); 2) acido aspartico (D), &cido
glutdmico (E); 3) asparagina (N), glutamina (Q); 4) arginina (R), lisina (K); 5) isoleucina (1), leucina (L), metionina (M),
valina (V); 6) fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W); 7) serina (S), treonina (T); y 8) cisteina (C), metionina (M)
(véase, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984)).

Un “marcador” o un “resto detectable” es una composicién detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos,
bioquimicos, inmunoquimicos, quimicos, u otros medios fisicos. Por ejemplo, los marcadores (utiles incluyen
colorantes fluorescentes, reactivos densos en electrones, enzimas (por ejemplo, como se usan habitualmente en un
ELISA), biotina, digoxigenina, o haptenos y proteinas u otras entidades que se pueden hacer detectables, por
ejemplo incorporando un radiomarcador en el péptido, o se pueden usar para detectar anticuerpos especificamente
reactivos con el péptido. El radioisétopo puede ser, por ejemplo, 3H, 14C, 32P, 35S, o 125I. En algunas formas de
realizacién, los radiois6topos se usan como restos toxicos.

Los marcadores se pueden incorporar en los anticuerpos en cualquier posicién. Se puede emplear cualquier método
conocido en la técnica para conjugar el anticuerpo al marcador, incluyendo aquellos métodos descritos por Hunter et
al., Nature, 144:945 (1962); David et al., Biochemistry, 13:1014 (1974); Pain et al., J. Immunol. Meth., 40:219 (1981);
y Nygren, J. Histochem. y Cytochem., 30:407 (1982). La semivida de péptidos radiomarcados o de composiciones
de anticuerpos radiomarcados se puede prolongar mediante la adicion de sustancias que estabilizan el péptido o
anticuerpo radiomarcado y lo protegen de la degradacién. Se puede usar cualquier sustancia o combinacion de
sustancias que estabilice el péptido o anticuerpo radiomarcado, incluyendo las sustancias descritas en la patente US
n° 5.961.955.

El término “recombinante”, cuando se usa con referencia a, por ejemplo, una célula, o acido nucleico, proteina, o
vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina o vector se ha modificado mediante la introduccion de un &cido
nucleico o proteina heterdloga o la alteracién de un &cido nucleico o proteina nativa, o que la célula deriva de una
célula asi modificada. De este modo, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se encuentran
en la forma nativa (no recombinante) de la célula, o expresan genes nativos que son expresados de otro modo
anormalmente, subexpresados o no expresados en absoluto. Por la expresiéon “acido nucleico recombinante” se
quiere decir aqui un &cido nucleico, originalmente formado in vitro, en general, mediante la manipulacion de acido
nucleico, por ejemplo usando polimerasas y endonucleasas, en una forma no encontrada normalmente en la
naturaleza. De esta manera, se logra el enlazamiento operablemente de secuencias diferentes. De este modo, un
acido nucleico aislado, en una forma lineal, o un vector de expresion formado in vitro ligando moléculas de ADN que
no estan unidas normalmente, se consideran ambos recombinantes para los fines de esta invencion. Se entiende
gue una vez que se obtiene un acido nucleico recombinante y se reintroduce en una célula hospedante u organismo,
se replicar4 de forma no recombinante, es decir, usando la maquinaria celular in vivo de la célula hospedante en
lugar de manipulaciones in vitro; sin embargo, tales acidos nucleicos, una vez producidos recombinantemente,
aunque subsiguientemente replicados de forma no recombinante, todavia son considerados recombinantes para los
fines de esta invencién. De forma similar, una “proteina recombinante” es una proteina obtenida usando técnicas
recombinantes, es decir, a través de la expresiéon de un acido nucleico recombinante como se representa
anteriormente.

El término “heterdlogo”, cuando se usa con referencia a porciones de un acido nucleico, indica que el acido nucleico
comprende dos 0 mas subsecuencias que no se encuentran normalmente en la misma relacion entre si en la
naturaleza. Por ejemplo, el acido nucleico se produce tipicamente de forma recombinante, teniendo dos o mas
secuencias, por ejemplo, a partir de genes no relacionados dispuestos para obtener un acido nucleico funcional
nuevo, por ejemplo un promotor procedente de una fuente y una region codificante procedente de otra fuente. De
forma similar, una proteina heteréloga se referird a menudo a dos 0 mas subsecuencias que no se encuentran en la
misma relacién entre si en la naturaleza (por ejemplo, una proteina de fusion).
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Un “promotor” se define como un conjunto de secuencias de control de acidos nucleicos que dirige la transcripcion
de un &cido nucleico. Como se usa aqui, un promotor incluye secuencias de acidos nucleicos necesarias proximas al
sitio de comienzo de la transcripcion, tal como, en el caso de un promotor de tipo polimerasa I, un elemento TATA.
Un promotor también incluye opcionalmente elementos potenciadores o represores distales, que pueden estar
situados tanto como varios miles de pares de bases desde el sitio de comienzo de la transcripcién. Un promotor
“constitutivo” es un promotor que es activo en la mayoria de las condiciones medioambientales y de desarrollo. Un
promotor “inducible” es un promotor que es activo bajo regulacion medioambiental o de desarrollo. La expresion
“enlazado operablemente” se refiere a un enlace funcional entre una secuencia de control de la expresién de acidos
nucleicos (tal como un promotor, o un conjunto de sitios de unién de factores de transcripcién) y una segunda
secuencia de &cido nucleico, en el que la secuencia de control de la expresion dirige la transcripcion del acido
nucleico que corresponde a la segunda secuencia.

Un “vector de expresién” es un constructo de acido nucleico, generado recombinante o sintéticamente, con una serie
de elementos de acidos nucleicos especificos que permite la transcripcion de un acido nucleico particular en una
célula hospedante. El vector de expresién puede ser parte de un plasmido, virus, o fragmento de acido nucleico.
Tipicamente, el vector de expresion incluye un acido nucleico a transcribir enlazado operablemente a un promotor.

La frase “se une especificamente (0 selectivamente)” a un anticuerpo, o “especificamente (0 selectivamente)
inmunorreactivo con”, cuando se refiere a una proteina o péptido, se refiere a una reaccion de unién que es
determinante de la presencia de la proteina, en una poblacién heterogénea de proteinas y otros productos
bioldgicos. De este modo, en condiciones de inmunoensayo designadas, los anticuerpos especificos se unen a unas
secuencias proteicas particulares al menos dos veces el valor de fondo, y més tipicamente més de 10 a 100 veces el
valor de fondo.

6.3 Descripcién detallada

Las composiciones descritas aqui se basan en la identificacion de anticuerpos anti-TweakR monoclonales y
humanizados capaces de poner en marcha la apoptosis y/o de estimular ADCC en células que expresan TweakR.
En particular, estos anticuerpos encuentran uso en composiciones farmacéuticas usadas para tratar cancer.

6.4 Anticuerpos TweakR

Los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui se unen especificamente a proteinas TweakR. Por “se unen
especificamente” se quiere decir aqui que los anticuerpos se unen a la proteina con una Kp de al menos alrededor
de 1 uM, al menos alrededor de 0,1 uM o mejor, al menos alrededor de 0,01 uM, y al menos alrededor de 0,001 uM
o mejor. En algunas formas de realizacion, los anticuerpos descritos aqui son capaces de unirse selectivamente a la
diana especifica y no a secuencias relacionadas.

Por “proteinas TweakR” se quiere decir aqui que los anticuerpos anti-TweakR se pueden unir a una proteina que
comprende una secuencia de aminoacidos codificada por SEC ID n°: 1, o codificada por una secuencia de acido
nucleico que se puede hibridar a SEC ID n°: 1, o que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n°: 2.

Los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui son capaces de modular la actividad de un gen de TweakR o de
ligando. En general, los anticuerpos muestran al menos una de las propiedades asociadas con agonistas y
antagonistas de TweakR. Por “agonista” se quiere decir aqui un anticuerpo que es capaz de promover una o0 mas
actividades biolégicas asociadas con TweakR. Por “antagonista” se quiere decir aqui un anticuerpo que es capaz de
inhibir una 0 mas actividades biolégicas asociadas con TweakR y/o con la interaccion TweakR-ligando. Propiedades
biologicas asociadas con el TweakR incluyen, pero no se limitan a, actividad de pro-apoptosis, pro-proliferacion, pro-
migracion y pro-inflamatoria (véanse, por ejemplo, Wiley, et al., 2001, Immunity, 15:837-846, Wiley y Winkles, 2003,
Cytokine & Growth Factor Review, 14:241-249; y Winkles, et al., 2006, Cancer Letters, 235(1):11-7). En
consecuencia, los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui pueden mostrar actividad agonista entre 0% y 100%. Por
ejemplo, en algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-TweakR pueden mostrar al menos alrededor de 0%
de actividad agonista, al menos alrededor de 10% de actividad agonista, al menos alrededor de 20% de actividad
agonista, al menos alrededor de 30% de actividad agonista, al menos alrededor de 40% de actividad agonista, al
menos alrededor de 50% de actividad agonista, al menos alrededor de 60% de actividad agonista, al menos
alrededor de 70% de actividad agonista, al menos alrededor de 80% de actividad agonista, al menos alrededor de
90% de actividad agonista, al menos alrededor de 1000% de actividad agonista. En algunas formas de realizacion,
los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui pueden mostrar una actividad agonista mayor del 100%.

La actividad agonista/antagonista se puede determinar midiendo la liberacion de citocinas y/o quimiocinas en un
ensayo de crecimiento celular in vitro. Por ejemplo, como se expone en los EJEMPLOS, en un ensayo tipico, las
células se incuban in vitro con un anticuerpo anti-TweakR #* ligando TWEAK. Veinticuatro horas mas tarde, el
sobrenadante celular se evalla para determinar la presencia de citocinas y/o quimiocinas usando un ensayo ELISA
0 un ensayo multiplex comercial a base de perlas fluorescentes (por ejemplo, Luminex®, Upstate).
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Para caracterizar la actividad agonista/antagonista de los diversos anticuerpos anti-TweakR descritos aqui, se puede
usar un ensayo de liberacién de IL-8 (véanse, por ejemplo, las figuras 8A-8E y el Ejemplo 2). Usando los datos
generados a partir de un ensayo de IL-8, se puede calcular el porcentaje de actividad agonista usando la férmula: %
de actividad agonista = (a - c)/(b - ¢). El porcentaje de actividad antagonista se puede calcular usando la férmula: %
de antagonista = (b - d)/(b - a); en la que a = cantidad de IL8 liberada de células tratadas con anticuerpo a 1,0 pg/ml,
b = cantidad de IL8 liberada de células tratadas con TWEAK a 300 ng/ml, ¢ = cantidad de IL8 liberada de células no
tratadas, y d = cantidad de IL8 liberada de células tratadas con TWEAK a 300 ng/ml y anticuerpo a 10 pg/ml.

Las figuras 8A-8E representan ejemplos ilustrativos de liberacién de IL-8 usando los anticuerpos anti-TweakR
PDL192 (figura 8B), 18.3.3 (figura 8C), 136.1 (figura 8D), PDL400 (figura 8E), asi como los anticuerpos anti-TweakR
previamente identificados, ITEM1, ITEM2, ITEM3, e ITEM4 (figura 8A; Nakayama, et al., 2003, Biochem Biophy Res
Comm, 306:819-825). Basandose en los resultados de dos 0 mas experimentos, ITEM1 muestra aproximadamente
25% de actividad agonista, ITEM2 muestra aproximadamente 2,8% de actividad agonista, ITEM3 muestra
aproximadamente 37% de actividad agonista, ITEM4 muestra aproximadamente 12% de actividad agonista, PDL192
muestra aproximadamente 25% de actividad agonista, 19.2.1 muestra aproximadamente 39% de actividad agonista,
18.3.3 muestra aproximadamente 14% de actividad agonista, 136.1 muestra aproximadamente 278% de actividad
agonista, y PDL400 muestra aproximadamente 8% de actividad agonista.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-TweakR inducen apoptosis en células que expresan TweakR.
Los ensayos para la apoptosis se pueden llevar a cabo mediante ensayo de marcado del extremo de muestra con
digoxigenina-11-dUTP mediado por desoxinucleotidil transferasa terminal (TUNEL) (Lazebnik et al., Nature: 371, 346
(1994). Por ejemplo, como se ilustra en las figuras 10A-10B, los anticuerpos anti-TweakR son capaces de inhibir el
crecimiento de células tumorales via la induccion de apoptosis. En los ejemplos ilustrativos proporcionados en
figuras 10A-10B, se postula que la induccién de apoptosis se produce a través de la activacion de caspasa.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-TweakR estimulan la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) en células que expresan TweakR. Tipicamente, los anticuerpos anti-TweakR se unen a
antigenos sobre la superficie de células diana (células que expresan TweakR) en presencia de células efectoras
(tales como células asesinas naturales o macréfagos). Los receptores Fc sobre células efectoras reconocen
anticuerpos unidos. La reticulacion de los receptores Fc indica a las células efectoras que exterminen a las células
diana mediante citolisis o apoptosis. La citolisis se puede detectar via deteccion de la liberacién de marcador o de
lactato deshidrogenasa a partir de células lisadas. La citotoxicidad se puede detectar directamente mediante kits de
deteccion conocidos en la técnica, tal como el Kit de Deteccion de Citotoxicidad de Roche Applied Science
(Indianapolis, IN).

La actividad ADCC asociada a anticuerpos se puede monitorizar y cuantificar a través de la medida de la liberacion
de lactato deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante, que se libera rapidamente al dafiar la membrana plasmatica.
Para determinar el porcentaje de citotoxicidad mediada por células, se calcula la absorbancia media de una muestra
y se restan los controles de fondo usando la siguiente ecuacion:

liberacion de LDHmyestra —SRefectora — SRdiana
MRgiana —SRdiana

Citotoxicidad (%)= x100

SR se refiere a liberacion espontanea, y MR se refiere a liberacion maxima. Véanse también los métodos descritos
en la Publicacién de Solicitud de Patente US n° 2005/0025763, que se incorpora aqui en su totalidad.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-Tweak R inducen al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
u 80% de citotoxicidad de las células diana. Los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui pueden tener una
cualquiera de las actividades agonistas y/o antagonistas definidas, y una cualquiera de las citotoxicidades definidas.

En los ejemplos ilustrativos proporcionados en las figuras 20A-20C, el anticuerpo anti-TweakR, PDL192 induce
actividad ADCC en células renales SN12C, asi como estirpes celulares de transfectantes TweakR usando células
mononucleares de sangre periférica humana o esplenocitos de raton como células efectoras. La induccién de ADCC
por anticuerpos anti-TweakR no se observé en células que no expresaron TweakR (datos no mostrados).

Las rutas bioldgicas asociadas con la muerte de células tumorales in vivo incluyen apoptosis y citolisis de células via
ADCC. Las contribuciones de la apoptosis y ADCC a la actividad antitumoral de anticuerpos anti-TweakR se midi6 in
vivo usando dos anticuerpos murinos anti-TweakR con diferentes actividades ADCC in vitro (datos no mostrados).
19.2.1 anti-TweakR murino, un anticuerpo IgG2a que muestra una fuerte actividad ADCC in vitro, tuvo una actividad
antitumoral significativa en el modelo de xenoinjerto renal SN12C (figura 21A) y en el modelo de xenoinjerto de
melanoma A375 (figura 21B). El anticuerpo anti-TweakR murino 19.2.1xG1, que muestra actividad ADCC débil in
vitro, tuvo actividad antitumoral insignificante en el modelo de xenoinjerto renal SN12C (figura 21A), y actividad
antitumoral comparable a 19.2.1 en el modelo de xenoinjerto de melanoma A375 (figura 21B). En consecuencia, los
anticuerpos anti-TweakR descritos aqui son capaces de reducir o inhibir el crecimiento de células tumorales via la
induccion de una o mas rutas biolégicas asociadas con el exterminio de células cancerosas in vivo.
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Los anticuerpos utiles en las composiciones y métodos descritos aqui incluyen anticuerpos anti-TweakR que se
unen especificamente al mismo epitopo o epitopos que PDL192, 18.3.3, o 136.1. El epitopo unido mediante los
anticuerpos descritos aqui puede ser el mismo, solapante, o distinto. Por ejemplo, la unién especifica de PDL192 y
19.2.1 a la proteina TweakR humana se elimina cambiando un Unico aminoacido en la posicion 56, es decir, R56P,
de su secuencia de aminoacidos (SEC ID n°:2; véanse las figuras 22A y 22B). Cuando R56 se cambia a P56, los
anticuerpos anti-TweakR 18.3.3, ITEM1 e ITEM3 todavia son capaces de unirse a la secuencia de TweakR humana
(véase, por ejemplo, figura 22A). Ademas, los anticuerpos anti-TweakR 18.3.3, ITEM1, e ITEM3 se unen a la
proteina TweakR de ratén, que comprende una prolina en la posiciéon 56 de su secuencia de aminoacidos. Sin
embargo, los anticuerpos anti-TweakR PDL192 y 19.2.1 no se unen a la proteina TweakR de ratén (véanse, por
ejemplo, las figuras 22A-22B). Estos resultados sugieren que PDL192 y 19.2.1 se unen a un epitopo que es distinto
del epitopo unido mediante 18.3.3, ITEM1, e ITEM3.

Otros anticuerpos Utiles en las composiciones y métodos descritos aqui incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos
anti-TweakR que comprenden una regién variable, al menos una region de entramado, o al menos una secuencia de
aminoacidos de CDR que comparte una identidad del 100% con, 0 que es sustancialmente idéntica a, aquellas
seleccionadas del grupo de SEC ID n°: 3-119. La extensién de las regiones variables, regiones de entramado y CDR
son bien conocidas por los expertos normales en la técnica (véase, por ejemplo, Kabat, et al., “Sequences of
Proteins of Immunological Interest”, 52 ed., National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)).

Como se describe aqui, los anticuerpos anti-TweakR capaces de unirse especificamente a TweakR pueden
comprender diversas combinaciones de CDR de cadena pesada y/o cadena ligera, y/o regiones de entramado. En
algunas formas de realizacién, los anticuerpos anti-TweakR comprenden una regién variable de cadena pesada y/o
de cadena ligera. Los anticuerpos anti-TweakR de la invencion comprenden las tres CDR de las regiones variables
de la cadena pesada y ligera. En otras formas de realizacion, los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui
comprenden una, dos, tres, o las cuatro regiones de entramado. En otras formas de realizacion, los anticuerpos anti-
TweakR comprenden CDR de ambas regiones variables de cadena pesada y de cadena ligera. En otras formas de
realizacién, los anticuerpos anti-TweakR comprenden CDR y regiones de entramado de las regiones variables tanto
de la cadena pesada como de la cadena ligera. Como es manifiesto a partir de la descripcion anterior, los
anticuerpos anti-TweakR Utiles en las composiciones y métodos descritos aqui pueden comprender cualquier
combinacién de CDR y regiones de entramado, con la condicién de que los anticuerpos resultantes sean capaces de
unirse especificamente a TweakR y exterminar células cancerosas. Los anticuerpos anti-TweakR pueden ser
monoclonales, quiméricos, humanizados, o completamente humanos.

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-TweakR comprenden CDR de una regién variable de cadena
pesada y ligera que comprenden secuencias de consenso que consisten en SEC ID n° 120-122 y 127-129 y
diversas combinaciones de una o més regiones de entramado de una regién variable de cadena pesada y/o ligera
que comprenden una secuencia de consenso seleccionada del grupo que consiste en SEC ID n°: 123-126 y SEC ID
n°: 130-133.

Por ejemplo, un anticuerpo anti-TweakR o un fragmento de union a antigeno del mismo, se puede seleccionar del
grupo que consiste en: una CDR1 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende
la formula XaaYwmXaa (SEC ID n° 120), en la que Xaa en la posicion 1 es S, N, o K, y Xaa en la posicion 5es S o
N; una CDR2 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
EIRLKSDNYATHYAESXaaKG (SEC ID n° 121), en la que Xaa en la posicion 17 es A o V; una CDR3 de cadena
pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la formula XaaXaaADXaaXaaDY (SEC ID n°
122), en la que Xaa en la posicion 1 es G, T, 0 Y, Xaa en la posicion 2 es Fo Y, Xaa en la posicion 5es A, T,0 Y,y
Xaa en la posicion 6 es F o M; una CDR1 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que
comprende la férmula XaaASQSVSTSXaaYSYMXaa (SEC ID n° 127), en la que Xaa en la posicion es 1 es R 0 K,
Xaa en la posicion 10 es S o T y Xaa en la posicion 15 es H o Q; una CDR2 de cadena ligera codificada por una
secuencia de aminoacidos que comprende la férmula YAXaaXaalLXaaS (SEC ID n° 128), en la que Xaa en la
posicion 3 es S o T, Xaa en la posicién 4 es N o K, Xaa en la posicion 6 es E o D; una CDR3 de cadena ligera
codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la formula QHSWEXaaPYT (SEC ID n° 129), en la
que Xaa en la posicion 6 es | o L; una FR1 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que
comprende la formula EVXaalLXaaESGGGLVQPGGSXaaXaaLSCXaaASGFXaaFXaa (SEC ID n° 123), en la que
Xaa en la posicién 3 es Q o K, en la que Xaa en la posicion 5 es E, V 0 G, Xaa en la posicion 18 es L 0 M, Xaa en la
posicion 19 es R o0 K, Xaa en la posicion 23 es A 0 V, Xaa en la posicion 28 es T 0 P, y Xaa en la posicién 30 es S, N
o T; una FR2 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
WVRQXaaPXaaKGLEWXaaA (SEC ID n° 124), en la que Xaa en la posicion 5 es A 0 S, Xaa en la posicion 7 es E o
G, Xaa en la posicion 13 es V o L; una FR3 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que
comprende la formula XaaFTISRDXaaXaaXaaXaaXaaXaaYLQMNXaalLRAEXaaTXaaXaaYYCXaaXaa (SEC ID n°
125), en la que Xaa en la posicién 1 es R 0 K, Xaa en la posicion 8 es D o N, Xaa en la posicion 9 es S 0 A, Xaa en
la posicion 10 es K 0 R, Xaa en la posicion 11 es N o S, Xaa en la posicion 12 es S, R, o T, Xaa en la posicién 13 es
L o V, Xaa en la posicion 19 es S o N, Xaa en la posicion 24 es D o N, Xaa en la posicién 26 es A 0 G, Xaa en la
posicién 27 es | 0 V, Xaa en la posicion 31 es T, S 0 A, y Xaa en la posicién 32 es G, P, o R; una FR4 de cadena
pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula WGQGTXaaXaaTVSS (SEC ID n°
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126), en la que Xaa en la posiciébn 6 es L, S o T, y Xaa en la posicion 7 es V o L; una FR1 de cadena ligera
codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
XaalXaaXaaTQSPXaaSLXaaXaaSXaaGXaaRXaaTIXaaC (SEC ID n° 130), en la que Xaa en la posicién 1 es D o E,
Xaa en la posicién es 3 es Q 0V, Xaa en la posicion 4 es M o L, Xaa en la posicion 9 es G, S 0 A, Xaa en la posicion
12 es S, Ao T, Xaa en la posicion 13 es A, L, 0 V, Xaa en la posicion 15 es P, V, o L, Xaa en la posicion 17 es D, E,
0 Q, Xaa en la posicion 19 es V 0 A, y Xaa en la posicion 22 es T 0 S; una FR2 de cadena ligera codificada por una
secuencia de aminoacidos que comprende la férmula WYQQXaaPGXaaXaaPKLLIK (SEC ID n° 131), en la que Xaa
en la posiciéon 5 es R 0 K, Xaa en la posiciéon 8 es K 0 Q, y Xaa en la posicién 9 es A, P 0 S; una FR3 de cadena
ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
GXaaPXaaRFSGSGSGTDFTLXaalXaaXaaXaaXaaXaaEDXaaAXaaYYC (SEC ID n° 132), en la que Xaa en la
posiciéon 2 es V o |, Xaa en la posicion 4 es S, D, 0 A, Xaa en la posiciéon 18 es T o N, Xaa en la posicién 20 es S o
H, Xaa en la posicion 21 es S, R, o P, Xaa en la posicion 22 es L o0 V, Xaa en la posicién 23 es Q o E, Xaa en la
posicién 24 es P o E, Xaa en la posicién 27 es F, T o Ay Xaa en la posicion 29 es T o V; y/o una FR4 de cadena
ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula FGXaaGTXaaXaaEIKR (SEC ID n°
133), en la que Xaa en la posicién 3 es G 0 Q, Xaa en la posicién 6 es Ko R, y Xaa en la posicion 7 es V o L.

A titulo de otro ejemplo, un anticuerpo anti-TweakR puede comprender una CDR1 de cadena pesada codificada por
una secuencia de aminoacidos que comprende la formula XaaYWMXaa (SEC ID n°® 120), en la que Xaa en la
posicion 1 es S, N, o Ky Xaa en la posicion 5 es S o N, una CDR2 de cadena pesada codificada por una secuencia
de aminoacidos que comprende la formula EIRLKSDNYATHYAESXaaKG (SEC ID n° 121), en la que Xaa en la
posicion 17 es A o V; y, una CDR3 de cadena pesada codificada por una secuencia de amino&cidos que comprende
la férmula XaaXaaADXaaXaaDY (SEC ID n° 122), en la que Xaa en la posiciébn 1 es G, T, 0 Y, Xaa en la posicion 2
esF oY, Xaaen laposicion 5es A, T, 0 Y, y Xaa en la posicion 6 es F o M.

A titulo de otro ejemplo, un anticuerpo anti-TweakR puede comprender una CDR1 de cadena ligera codificada por
una secuencia de aminoacidos que comprende la formula XaaASQSVSTSXaaYSYMXaa (SEC ID n° 127), en la que
Xaa en la posicién es 1 es R 0 K, Xaa en la posicién 10 es S o T y Xaa en la posicién 15 es H o Q, una CDR2 de
cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la formula YAXaaXaal XaaS (SEC ID n°
128), en la que Xaa en la posicién 3 es S o T, Xaa en la posicion 4 es N o K, Xaa en la posiciéon 6 es E o D, y, una
CDR3 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula QHSWEXaaPYT
(SEC ID n° 129), en la que Xaa en la posiciébn 6 es | o L.

En todavia otras formas de realizacion, un anticuerpo anti-TweakR puede comprender una CDR1 de cadena pesada
codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula XaaYWMXaa (SEC ID n° 120), en la que
Xaa en la posicion 1 es S, N, 0 Ky Xaa en la posiciéon 5 es S o N, una CDR2 de cadena pesada codificada por una
secuencia de amino&cidos que comprende la férmula EIRLKSDNYATHYAESXaaKG (SEC ID n° 121), en la que Xaa
en la posicién 17 es A o V; una CDR3 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoéacidos que
comprende la formula XaaXaaADXaaXaaDY (SEC ID n° 122), en la que Xaa en la posiciébn 1 es G, T, 0 Y, Xaa en la
posicion 2 es F o Y, Xaa en la posicion 5 es A, T, 0 Y, y Xaa en la posicién 6 es F o0 M, una CDRL1 de cadena ligera
codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la formula XaaASQSVSTSXaaYSYMXaa (SEC ID n°
127), en la que Xaa en la posicion es 1 es R 0 K, Xaa en la posicion 10 es S o T y Xaa en la posicion 15 es H o Q,
una CDR2 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
YAXaaXaalXaaS (SEC ID n° 128), en la que Xaa en la posicion 3 es S o T, Xaa en la posicion 4 es N o K, Xaa en la
posicion 6 es E 0 D, y, una CDR3 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la
férmula QHSWEXaaPYT (SEC ID n°® 129), en la que Xaa en la posicion 6 es | o L. Ademés de las formas de
realizacién descritas para las CDR de las cadenas pesada y/o ligera, los anticuerpos anti-TweakR pueden
comprender otras combinaciones de CDR de cadenas pesadas y/o ligeras, con la condicion de que los anticuerpos
resultantes sean capaces de unirse especificamente a TweakR y exterminar células cancerosas.

En otras formas de realizacion, un anticuerpo anti-TweakR puede comprender una CDR1 de cadena pesada
codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula XaaYWMXaa (SEC ID n° 120), en la que
Xaa en la posicion 1 es S, N, 0 Ky Xaa en la posicion 5 es S o N, una CDR2 de cadena pesada codificada por una
secuencia de aminoacidos que comprende la férmula EIRLKSDNYATHYAESXaaKG (SEC ID n° 121), en la que Xaa
en la posicién 17 es A o V; una CDR3 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoéacidos que
comprende la formula XaaXaaADXaaXaaDY (SEC ID n° 122), en la que Xaa en la posicion 1 es G, T, 0 Y, Xaa en la
posicion 2 es F o Y, Xaa en la posicion 5 es A, T, 0 Y, y Xaa en la posicién 6 es F o M, una CDRL1 de cadena ligera
codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la formula XaaASQSVSTSXaaYSYMXaa (SEC ID n°
127), en la que Xaa en la posicion es 1 es R 0 K, Xaa en la posicion 10 es S o T y Xaa en la posicién 15 es H o Q,
una CDR2 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
YAXaaXaalXaaS (SEC ID n° 128), en la que Xaa en la posicion 3 es S o T, Xaa en la posicion 4 es N o K, Xaa en la
posicion 6 es E o D, una CDR3 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la
férmula QHSWEXaaPYT (SEC ID n°® 129), en la que Xaa en la posicion 6 es | o L, una FR1 de cadena pesada
codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
EVXaalLXaaESGGGLVQPGGSXaaXaaLSCXaaASGFXaaFXaa (SEC ID n® 123), en la que Xaa en la posicion 3 es Q
o K, en la que Xaa en la posicion 5 es E, V 0 G, Xaa en la posicion 18 es L o M, Xaa en la posicion 19 es R o K, Xaa
en la posicion 23 es A o0 V, Xaa en la posicion 28 es T o P, y Xaa en la posicion 30 es S, N o T, una FR2 de cadena
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pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula WVRQXaaPXaaKGLEW XaaA
(SEC ID n° 124), en la que Xaa en la posicion 5 es A 0 S, Xaa en la posicién 7 es E 0 G, Xaa en la posicion 13 es V
o L, una FR3 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
XaaFTISRDXaaXaaXaaXaaXaaXaaYLQMNXaaLRAEXaaTXaaXaaYYCXaaXaa (SEC ID n° 125), en la que Xaa en
la posicion 1 es R o K, Xaa en la posicion 8 es D o N, Xaa en la posicion 9 es S 0 A, Xaa en la posicion 10 es Ko R,
Xaa en la posicién 11 es N 0 S, Xaa en la posicién 12 es S, R, o T, Xaa en la posicion 13 es L o V, Xaa en la
posicion 19 es S o N, Xaa en la posicion 24 es D o N, Xaa en la posicion 26 es A 0 G, Xaa en la posicion 27 es oV,
Xaa en la posicion 31 es T, S0 A, y Xaa en la posicion 32 es G, P, o R, y una FR4 de cadena pesada codificada por
una secuencia de aminoacidos que comprende la féormula WGQGTXaaXaaTVSS (SEC ID n°® 126), en la que Xaa en
la posicion 6 es L, So Ty Xaa en la posicion 7 es Vo L.

A titulo de otro ejemplo, un anticuerpo anti-TweakR puede comprender una CDR1 de cadena pesada codificada por
una secuencia de aminoacidos que comprende la formula XaaYWMXaa (SEC ID n°® 120), en la que Xaa en la
posicion 1 es S, N, o Ky Xaa en la posicion 5 es S o N, una CDR2 de cadena pesada codificada por una secuencia
de aminoacidos que comprende la formula EIRLKSDNYATHYAESXaaKG (SEC ID n° 121), en la que Xaa en la
posicion 17 es A o V; una CDR3 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la
férmula XaaXaaADXaaXaaDY (SEC ID n° 122), en la que Xaa en la posicién 1 es G, T, 0 Y, Xaa en la posicion 2 es
F oY, Xaa en la posicion 5es A, T, 0 Y, y Xaa en la posicion 6 es F o M, una CDR1 de cadena ligera codificada por
una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula XaaASQSVSTSXaaYSYMXaa (SEC ID n° 127), en la que
Xaa en la posicién es 1 es R 0 K, Xaa en la posicién 10 es S 0 T y Xaa en la posiciéon 15 es H o Q, una CDR2 de
cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula YAXaaXaalLXaaS (SEC ID n°
128), en la que Xaa en la posicién 3 es S 0 T, Xaa en la posicion 4 es N o K, Xaa en la posicion 6 es E o D, una
CDR3 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la formula QHSWEXaaPYT
(SEC ID n° 129), en la que Xaa en la posicion 6 es | o L, una FR1 de cadena pesada codificada por una secuencia
de aminoacidos que comprende la férmula EVXaalLXaaESGGGLVQPGGSXaaXaaLSCXaaASGFXaaFXaa (SEC ID
n°® 123), en la que Xaa en la posicién 3 es Q o K, en la que Xaa en la posiciéon 5 es E, V 0 G, Xaa en la posicién 18
es L o M, Xaa en la posicién 19 es R o K, Xaa en la posicién 23 es A 0 V, Xaa en la posicion 28 es To P, y Xaa en la
posicion 30 es S, N o T, una FR2 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende
la férmula WVRQXaaPXaaKGLEWXaaA (SEC ID n° 124), en la que Xaa en la posicion 5 es A 0 S, Xaa en la
posicion 7 es E 0 G, Xaa en la posicion 13 es V o L, una FR3 de cadena pesada codificada por una secuencia de
aminoacidos que comprende la formula
XaaFTISRDXaaXaaXaaXaaXaaXaaYLQMNXaaLRAEXaaTXaaXaaYYCXaaXaa (SEC ID n° 125), en la que Xaa en
la posicion 1 es R 0 K, Xaa en la posicién 8 es D 0 N, Xaa en la posicion 9 es S 0 A, Xaa en la posicion 10 es Ko R,
Xaa en la posiciéon 11 es N 0 S, Xaa en la posicion 12 es S, R, o T, Xaa en la posiciéon 13 es L 0 V, Xaa en la
posicion 19 es S o N, Xaa en la posicion 24 es D o N, Xaa en la posicion 26 es A 0 G, Xaa en la posicion 27 es oV,
Xaa en la posicion 31 es T, S0 A, y Xaa en la posicién 32 es G, P, 0 R, una FR4 de cadena pesada codificada por
una secuencia de aminoacidos que comprende la formula WGQGTXaaXaaTVSS (SEC ID n° 126), en la que Xaa en
la posicion 6 es L, S o T y Xaa en la posicion 7 es V o L, una FR1 de cadena ligera codificada por una secuencia de
aminoacidos que comprende la férmula XaalXaaXaaTQSPXaaSLXaaXaaSXaaGXaaRXaaTlXaaC (SEC ID n° 130),
en la que Xaa en la posicion 1 es D o E, Xaa en la posicion es 3 es Q o V, Xaa en la posicion 4 es Mo L, Xaa en la
posicion 9 es G, S 0 A, Xaa en la posicion 12 es S, Ao T, Xaa en la posicion 13 es A, L, 0 V, Xaa en la posicién 15
es P, V, 0L, Xaa en la posiciéon 17 es D, E, 0 Q, Xaa en la posicion 19 es V 0 A, y Xaa en la posicién 22 es To S,
una FR2 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
WYQQXaaPGXaaXaaPKLLIK (SEC ID n° 131), en la que Xaa en la posicion 5 es R 0 K, Xaa en la posicion 8 es K o
Q, y Xaa en la posicién 9 es A, P 0 S, una FR3 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que
comprende la féormula GXaaPXaaRFSGSGSGTDFTLXaalXaaXaaXaaXaaXaaEDXaaAXaaYYC (SEC ID n° 132), en
la que Xaa en la posicién 2 es V o |, Xaa en la posicién 4 es S, D, o A, Xaa en la posicion 13 es T o N, Xaa en la
posicion 20 es S 0 H, Xaa en la posicion 21 es S, R, o P, Xaa en la posicién 22 es L o V, Xaa en la posicion 23 es Q
0 E, Xaa en la posicién 24 es P o E, Xaa en la posicion 27 es F, T o Ay Xaa en la posicién 29 es T 0 V, y una FR4
de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la formula FGXaaGTXaaXaaEIKR
(SEC ID n° 133), en la que Xaa en la posicion 3 es G 0 Q, Xaa en la posicién 6 es Ko R, y Xaa en la posicion 7 es V
olL.

Ademas de comprender diversas combinaciones de secuencias de consenso para las CDR de cadena pesada y/o
de cadena ligera y para las regiones de entramado descritas anteriormente, los anticuerpos anti-TweakR descritos
aqui pueden comprender diversas combinaciones de CDR de cadena pesada y/o cadena ligera y regiones de
entramado seleccionadas del grupo que consiste en SEC ID n°; 13, 19, 25, 66, 72, 78, 31, 40, 49, 58, 84, 93, 102 y
111.

A titulo de ejemplo y no de limitacién, un anticuerpo anti-TweakR puede comprender una CDR1 de cadena pesada
codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende SYWMS (SEC ID n°: 13), una CDR2 de cadena pesada
codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende EIRLKSDNYATHYAESVKG (SEC ID n° 19), y una
CDR3 de cadena pesada codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende la formula YYADAMDY (SEC
ID n°: 25).
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A titulo de otro ejemplo, un anticuerpo anti-TweakR puede comprender una CDR1 de cadena ligera codificada por la
secuencia de aminoacidos que comprende RASQSVSVTSSYSYMH (SEC ID n° 66), una CDR2 de cadena ligera
codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende YASNLRS (SEC ID n° 72), y una CDR3 de cadena
ligera codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende la formula QHSWEIPYT (SEC ID n° 78).

Un anticuerpo anti-TweakR de la invencién comprende las tres CDR tanto de la cadena pesada como de la cadena
ligera, por ejemplo una CDR1 de cadena pesada codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende
SYWMS (SEC ID n°: 13), una CDR2 de cadena pesada codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende
EIRLKSDNYATHYAESVKG (SEC ID n° 19), una CDR3 de cadena pesada codificada por la secuencia de
aminoacidos que comprende la formula YYADAMDY (SEC ID n°; 25), una CDR1 de cadena ligera codificada por la
secuencia de aminoacidos que comprende RASQSVSTSSYSYMH (SEC ID n° 66), una CDR2 de cadena ligera
codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende YASNLES (SEC ID n° 72), y una CDR3 de cadena
ligera codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende la formula QHSWEIPYT (SEC ID n° 78). Ademas
de las formas de realizacién descritas para las CDR de cadena pesada y/o de cadena ligera, los anticuerpos anti-
TweakR pueden comprender otras combinaciones de CDR de cadena pesada y/o de cadena ligera, con la condicién
de que los anticuerpos resultantes sean capaces de unirse a TweakR y exterminar células cancerosas.

A titulo de otro ejemplo, un anticuerpo anti-TweakR puede comprender una FR1 de cadena pesada codificada por la
secuencia de aminoacidos que comprende EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS (SEC ID n° 31), una FR2
de cadena pesada codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende WVRQAPGKGLEWVA (SEC ID n°
40), una FR3 de cadena pesada codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende
RFTISRDDSKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCTG (SEC ID n° 49), y una FR4 de cadena pesada codificada por la
secuencia de aminoacidos que comprende WGQGTLVTVSS (SEC ID n° 58). Como se apreciara por los expertos en
la técnica, ademas de las regiones de entramado de cadena pesada codificadas por SEC ID Nos: 31, 40, 49, y 58,
los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui pueden comprender una o méas secuencias de CDR de cadena pesada,
por ejemplo SEC ID n°: 13, 19 y 25 y/o una o mas secuencias de CDR de cadena ligera, por ejemplo SEC ID n°: 66,
72,y 78. Ademas de las formas de realizacion descritas para las CDR de cadena pesada y/o de cadena ligera, con
la condicién de que los anticuerpos resultantes sean capaces de unirse a TweakR y exterminar células cancerosas.

A titulo de otro ejemplo, un anticuerpo anti-TweakR puede comprender una FR1 de cadena ligera codificada por la
secuencia de aminodcidos que comprende DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEC ID n° 84), una FR2 de cadena
ligera codificada por la secuencia de aminoéacidos que comprende WYQQKPGKLAPKLLIK (SEC ID n° 93), una FR3
de cadena ligera codificada por la secuencia de aminoacidos que comprende
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEC ID n° 102), y una FR4 de cadena ligera codificada por la
secuencia de aminoacidos que comprende FGGGTKVEIKR (SEC ID n° 111). Como se apreciara por los expertos en
la técnica, ademas de las regiones de entramado de cadena ligera codificadas por SEC ID Nos: 84, 93, 102, y 111,
los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui pueden comprender una 0 mas secuencias de CDR de cadena pesada,
por ejemplo SEC ID n°: 13, 19 y 25 y/o una 0 mas secuencias de CDR de cadena ligera, por ejemplo SEC ID n°: 66,
72,y 78, y/lo una 0 mas regiones de entramado de cadena pesada codificadas por SEC ID Nos: 31, 40, 49 y 58. De
este modo, los anticuerpos anti-TweakR pueden comprender otras combinaciones de CDR y regiones de entramado
de cadena pesada y/o de cadena ligera, con la condicion de que los anticuerpos resultantes sean capaces de unirse
a TweakR y exterminar células cancerosas.

Una regién de entramado constante, variable, “sustancialmente idéntica’, o CDR, se refiere a una region de
anticuerpo en la que al menos alrededor de 85-90%, y preferiblemente al menos 95% de la secuencia de
aminoécidos es idéntica a una regién variable o constante de anticuerpo natural o sin alterar. Los términos “idéntica”
0 porcentaje de “identidad”, en el contexto de dos 0 mas secuencias de aminoacidos o nucleotidicas, se refieren a
dos o mas secuencias 0 subsecuencias que son las mismas o tienen un porcentaje especifico de restos de
aminoacidos o nucleétidos que son los mismos (es decir, alrededor de 60% de identidad, preferiblemente 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mayor identidad a lo largo de una region
especificada, cuando se comparan y alinean en busca de la maxima correspondencia a lo largo de una ventana de
comparaciéon o region designada), segun se mide usando algoritmos de comparacion de secuencias BLAST o
BLAST 2.0 con los parametros por defecto descritos mas abajo, o mediante alineamiento manual e inspeccién visual
(véase, por ejemplo, la descripcion de BLAST en el sitio web del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) en www.nchi.nim.nih.gov).

Las secuencias idénticas o sustancialmente idénticas incluyen secuencias que tienen supresiones y/o adiciones, asi
como aquellas que tienen sustituciones, asi como variantes de origen natural, por ejemplo polimérficas o alélicas, y
variantes obtenidas por el hombre, tales como variantes modificadas de forma conservativa. Los algoritmos bien
conocidos para medir la identidad de secuencias pueden dar cuenta de saltos y similares. Preferiblemente, existe
identidad de secuencia a lo largo de una region que tiene al menos alrededor de 25 aminoacidos o nucleétidos de
longitud, o mas preferiblemente a lo largo de una region que tiene 50-100 aminoacidos o nucleétidos de longitud.

Las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos anti-TweakR Utiles en los métodos descritos aqui no estan

confinadas a las secuencias encontradas en anticuerpos naturales; los anticuerpos se pueden redisefiar para
obtener caracteristicas deseadas usando técnicas de ADN recombinante bien conocidas. Tales “anticuerpos
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genéticamente alterados” incluyen aquellos en los que la secuencias de aminoacidos se ha variado con respecto a
aquella de un anticuerpo progenitor (es decir, sin alterar). Las posibles variaciones oscilan desde cambiar sélo uno o
unos pocos aminoacidos hasta el redisefio completo de, por ejemplo, la regién variable o constante. Se pueden
hacer cambios, mediante mutacién dirigida al sitio, en la regién constante a fin de mejorar o alterar las
caracteristicas funcionales de wun anticuerpo terapéutico, tales como inmunogenicidad, caracteristicas
farmacocinéticas (por ejemplo, semivida sérica), fijacion del complemento, interaccién con membranas y otras
funciones efectoras. Generalmente, se pueden hacer cambios a la region variable del anticuerpo a fin de mejorar las
caracteristicas de union al antigeno.

Los acidos nucleicos que codifican los anticuerpos anti-TweakR y las secuencias de aminoacidos descritas aqui, asi
como moléculas que se hibridan a dichas secuencias de acidos nucleicos y que codifican anticuerpos anti-TweakR,
teniendo tales anticuerpos las propiedades funcionales descritas aqui, se pueden usar en los métodos descritos
aqui.

Los anticuerpos anti-TweakR pueden ser de cualquiera de los isotipos reconocidos. En algunas formas de
realizacién, los anticuerpos anti-TweakR son uno de los cuatro isotipos IgG humanos, es decir, IgG1, 19gG2, 1IgG3 e
IgG4, o uno de los cuatro isotipos de IgG de ratén, es decir, IgG1 murino, IgG2a murino, IgG2b murino, o 1gG3
murino. En otras formas de realizacion, los anticuerpos anti-TweakR son del isotipo IgG1 humano.

En otra realizacion, los anticuerpos tienen bajos niveles de fucosa, o carecen de ella. Los anticuerpos que carecen
de fucosa se han correlacionado con actividad ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos) potenciada,
especialmente a bajas dosis de anticuerpo. Shields, R.L., et al., (2002) J. Biol. Chem. 277:26733-26740; Shinkawa,
T. et al., (2003), J. Biol. Chem. 278:3466. Los métodos para preparar anticuerpos con menos fucosa incluyen el
crecimiento en células YB2/0 de mieloma de rata (ATCC CRL 1662). Las células YB2/0 expresan niveles bajos de
ARNmM FUTS8, que codifica una enzima (o 1,6-fucosiltransferasa) necesaria para la fucosilacion de polipéptidos.

Métodos alternativos para incrementar la actividad ADCC incluyen mutaciones en la porciéon Fc de un anticuerpo
anti-TweakR, particularmente mutaciones que incrementan la afinidad del anticuerpo por un receptor FcyR. Usando
ensayos a base de células de citotoxicidad seleccionados especificamente, se ha demostrado una correlacion entre
una mayor union de FcyR con Fc mutado. Shields, R.L. et al. (2001) J. Biol. Chem 276:6591-6604; Presta et al.
(2002), Biochem Soc. Trans. 30:487-490. Otros métodos para incrementar la actividad ADCC incluyen la generacion
de mutaciones especificas de la regiéon Fc, como se describe en la Publicaciéon de Solicitud de Patente US n°
2005/0025763, cuya descripcién se incorpora aqui en su totalidad.

Otros tipos de anticuerpos que se pueden usar en las composiciones y métodos descritos aqui incluyen, pero no se
limitan a, cualquier molécula inmunoglobulinica que se une (por ejemplo, de forma inmunoespecifica, es decir,
compite con la unién no especifica, como se determina mediante inmunoensayos bien conocidos en la técnica para
evaluar la union especifica de un anticuerpo a un antigeno) a un antigeno. Tales anticuerpos incluyen, pero no se
limitan a, anticuerpos policlonales, monoclonales, biespecificos, multiespecificos, humanos, humanizados,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos monocatenarios, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’),, Fvs enlazado mediante
disulfuro, y fragmentos que contienen un dominio V. 0 Vu, 0 incluso una regién que determina la complementariedad
(CDR) que se une especificamente a un antigeno, en ciertos casos manipulados mediante ingenieria para que
contengan o se fusionen a un dominio de union a Fc.

6.5 Deteccion de secuencias de TweakR para aplicaciones de diagndstico

Los niveles de expresién de genes en tejido normal (por ejemplo, que no sufre un trastorno) y en tejido enfermo (y
en algunos casos, para diversas gravedades de trastornos que se refieren al pronéstico, como se esquematiza mas
abajo) se evallan para proporcionar perfiles de expresion. Un perfil de expresion génica de un estado celular
particular o punto de desarrollo es esencialmente una “huella” del estado de la célula. Aunque dos estados pueden
tener un gen particular expresado de forma similar, la evaluacién de un nimero de genes simultdneamente permite
la generacién de un perfil de expresion génica que refleja el estado de la célula. Comparando los perfiles de
expresion de células en diferentes estados, se obtiene informaciéon con respecto a qué genes son importantes
(incluyendo tanto el aumento como la disminucion de genes) en cada uno de estos estados. Después, se puede
realizar o confirmar el diagnéstico para determinar si una muestra tisular tiene el perfil de expresion génica de tejido
normal o enfermo. Esto proporcionara el diagnéstico molecular de afecciones relacionadas.

“Expresion diferencial’, o equivalentes gramaticales como se usan aqui, se refiere a diferencias cualitativas o
cuantitativas en los patrones de expresién génica temporales y/o celulares en y entre células y tejidos. De este
modo, un gen expresado diferencialmente puede tener cualitativamente su expresion alterada, incluyendo una
activacion o inactivacién, por ejemplo en tejido normal frente a tejido enfermo. Los genes se pueden encender o
apagar en un estado particular, con respecto a otro estado, permitiendo asi la comparacion de dos o0 mas estados.
Un gen cualitativamente regulado mostrara un patrén de expresion en un estado o tipo celular que es detectable
mediante técnicas estandar. Algunos genes se expresaran en un estado o tipo celular, pero no en ambos. Como
alternativa, la diferencia en la expresion puede ser cuantitativa, por ejemplo en cuanto a que la expresiéon esta
incrementada o disminuida, por ejemplo la expresion génica esta aumentada, dando como resultado una mayor
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cantidad de transcrito, o reducida, dando como resultado una menor cantidad de transcrito. El grado en el que difiere
la expresion solo necesita ser suficientemente grande para cuantificar via técnicas de caracterizacion estandar como
se esquematizan mas abajo, tales como mediante el uso de ensayos de expresion de Affymetrix GENECHIP®
(matriz de microchip de ADN). Véase, Lockhart (1996) Nature Biotechnology 14:1675-1680. Otras técnicas incluyen,
pero no se limitan a, PCR con transcriptasa inversa cuantitativa, analisis northern, y proteccion de ARNasa. Como se
esquematiza anteriormente, preferiblemente el cambio en la expresién (por ejemplo, aumento o disminucion) es al
menos alrededor de 50%, mas preferiblemente al menos alrededor de 100%, mas preferiblemente al menos
alrededor de 150%, mas preferiblemente al menos alrededor de 200%, siendo especialmente preferido de 300 a al
menos 1000%.

La evaluacion puede ser a nivel de transcrito génico o a nivel proteico. La cantidad de expresién génica se puede
monitorizar usando sondas de acido nucleico para el equivalente de ARN o ADN del transcrito génico, y la
cuantificacion de los niveles de expresion génica, o, como alternativa, el propio producto génico final (proteina), se
puede monitorizar, por ejemplo, con anticuerpos contra la proteina TweakR e inmunoensayos estandar (ELISAs,
etc.) u otras técnicas, incluyendo ensayos de espectroscopia de masas, ensayos de electroforesis en gel
bidimensionales, etc. Las proteinas que corresponden a TweakR, por ejemplo las identificadas como importantes en
un fenotipo de enfermedad, se pueden evaluar en un ensayo de diagndstico de la enfermedad. La monitorizacién de
la expresion génica se puede realizar simultineamente en un nimero de genes. Igualmente, se puede realizar una
monitorizacion multiple de la expresion proteica.

En consecuencia, las sondas de acidos nucleicos de TweakR se pueden unir a biochips para la deteccién y
cuantificacion de secuencias de TweakR en una célula particular. Los ensayos se describen adicionalmente mas
abajo en el ejemplo. Para proporcionar una mayor sensibilidad, se pueden usar técnicas de PCR.

Se pueden detectar acidos nucleicos que codifican TweakR. Aunque se puede detectar ADN o ARN que codifica la
proteina TweakR, son de particular interés los métodos en los que se detecta un ARNm que codifica una proteina
TweakR. Las sondas para detectar ARNm pueden ser una sonda nucleotidica/desoxinucleotidica, que es
complementaria a y se hibrida con el ARNm, e incluye, pero no se limita a, oligonucle6tidos, ADNc, o ARN. Las
sondas también deberian contener un marcador detectable, como se define aqui. En un método, el ARNm se
detecta tras inmovilizar el acido nucleico a examinar sobre un soporte sdlido, tal como membranas de nailon, e
hibridando la sonda con la muestra. Tras el lavado para eliminar la sonda no unida especificamente, se detecta el
marcador. En otro método, la deteccion del ARNm se lleva a cabo in situ. En este método, se ponen en contacto
células permeabilizadas o muestras de tejidos con una sonda de &cido nucleico marcada de forma detectable
durante un tiempo suficiente para permitir que la sonda se hibride con el ARNm diana. Tras el lavado para eliminar la
sonda no unida especificamente, se detecta el marcador. Por ejemplo, una ribosonda (sonda de ARN) marcada con
digoxigenina, que es complementaria al ARNm que codifica una mielomaproteina, se detecta mediante la unién de la
digoxigenina con un anticuerpo secundario anti-digoxigenina, y desarrollando con nitroazul de tetrazolio y fosfato de
5-bromo-4-cloro-3-indolilo.

Las proteinas TweakR, los anticuerpos de la invencion, los acidos nucleicos, las proteinas modificadas, y las células
gue contienen secuencias de TweakR, se pueden usar en ensayos de diagndéstico. Estos ensayos se pueden llevar
a cabo sobre un gen individual o a nivel polipeptidico correspondiente. Los perfiles de expresion se pueden usar,
preferiblemente junto con técnicas de cribado de alto rendimiento, para permitir la monitorizacion de genes del perfil
de expresion y/o polipéptidos correspondientes.

Como se describe y define aqui, la proteina TweakR encuentra uso como un marcador de enfermedad de
afecciones cancerosas, incluyendo, pero sin limitarse a, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer colorrectal,
cancer pulmonar, melanoma, cancer pancreatico, cancer de cabeza y cuello, cancer ovarico, cancer de estémago,
cancer uterino, cancer cervical, cancer esofagico, cancer de células renales, glioblastoma, y sarcomas. Ademas,
TweakR encuentra uso como un marcador con fines de prondstico o de diagndstico. La deteccién de estas proteinas
en tejido enfermo putativo y/o células tumorales en circulacion permite la deteccion, prondéstico, o diagndstico de
tales afecciones, y la seleccion de la estrategia terapéutica. Los anticuerpos de la invencién se pueden usar para
detectar TweakR. Un método preferido separa proteinas de una muestra mediante electroforesis sobre un gel
(tipicamente un gel proteico desnaturalizante y reductor, pero puede ser cualquier otro tipo de gel, incluyendo geles
de enfoque isoeléctrico y similares). Tras la separacion de las proteinas, se detecta TweakR, por ejemplo mediante
inmunotransferencia con anticuerpos producidos contra TweakR.

En otro método, los anticuerpos contra TweakR encuentran uso en técnicas de formaciéon de imagenes in situ, por
ejemplo en histologia. Véase, por ejemplo, Asai, et al. (eds. 1993) Methods in Cell Biology: Antibodies in Cell Biology
(vol. 37) Academic Press. En este método, las células se ponen en contacto con uno a muchos anticuerpos contra la
proteina o proteinas TweakR. Tras el lavado para eliminar la unién del anticuerpo no especifica, se detecta la
presencia del anticuerpo o anticuerpos. Un anticuerpo de la invencion se puede detectar incubando con un
anticuerpo secundario que contiene un marcador detectable. En otro método, el anticuerpo primario contra TweakR
contiene un marcador detectable, por ejemplo un marcador enzimatico que actlia sobre un sustrato. En otro método,
cada uno de los miltiples anticuerpos primarios contiene un marcador distinto y detectable. Este método encuentra
uso particular en el cribado simultaneo para TweakR junto con otros marcadores de las afecciones mencionadas
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anteriormente. También se proporcionan mediante la invencion muchas otras técnicas histolégicas formadoras de
imagenes.

En un método, el marcador se detecta en un fluorimetro que tiene la capacidad para detectar y distinguir emisiones
de diferentes longitudes de onda. Ademas, en el método se puede usar un clasificador de células activado por
fluorescencia (FACS).

En otra realizacidn, los anticuerpos de la invencién encuentran uso en el diagnéstico del cancer a partir de muestras
de sangre, suero, plasma, heces, u otras muestras. Los anticuerpos se pueden usar para detectar TweakR mediante
técnicas de inmunoensayo previamente descritas, incluyendo ELISA, inmunotransferencia (transferencia Western),
inmunoprecipitacion, tecnologia BIACORE vy similares.

En otro método, se lleva a cabo la hibridacién in situ de sondas de &cido nucleico de TweakR marcadas a matrices
de tejidos. Por ejemplo, se obtienen matrices de muestras de tejido, incluyendo tejido enfermo y/o tejido normal.
Entonces se lleva a cabo la hibridacién in situ (véase, por ejemplo, Ausubel, mas arriba). Cuando se comparan las
huellas entre un individuo y un patrén, el diagnéstico, el pronéstico o la prediccion se pueden basar en los hallazgos.
Se entendera ademas que los genes que indican el diagnéstico pueden diferir de aquellos que indican el pronostico,
y la obtencion de un perfil molecular del estado de las células puede conducir a distinciones entre afecciones
sensibles o refractarias, y puede ser predictiva de los resultados.

Las proteinas TweakR, los anticuerpos de la invencion, los &cidos nucleicos, las proteinas modificadas, y las células
gue contienen secuencias de TweakR se pueden usar en ensayos de prondstico. Como antes, se pueden generar
perfiles de expresion génica que se correlacionan con un estado moérbido, con informacion clinica, patoldgica u otra
informacién, en términos de prondstico a largo plazo. Nuevamente, esto se puede realizar a nivel proteico o génico,
prefiriéndose el uso de genes. Los genes individuales o mdultiples genes pueden ser Utiles en diversas
combinaciones. Como antes, las sondas de TweakR se pueden unir a biochips para la deteccién y cuantificacion de
secuencias de TweakR en un tejido o paciente. Los ensayos transcurrieron como se esquematiza anteriormente
para el diagnéstico. El método de PCR puede proporcionar una cuantificacion méas sensible y exacta.

6.6 Tratamiento del cancer

Los anticuerpos descritos aqui se pueden usar para la prevencién o tratamiento de la proliferaciéon celular anormal.
Como se usa aqui, proliferacion celular anormal se puede manifestar como tumores o como metastasis. El término
“tumor”, como se usa aqui, se refiere a todo crecimiento o proliferacién celular neoplasico, ya sea maligno o benigno,
y todas las células y tejidos precancerosos y cancerosos. El término “metastasis” se usa aqui en el sentido mas
amplio, y se refiere a la diseminacion del tumor, por ejemplo cancer, de una parte del cuerpo a la otra. Los tumores
formados a partir de células que se han diseminado se denominan tumores secundarios, y contienen el mismo tipo
de células que el tumor original (primario). De este modo, el cancer de préstata que se ha metastatizado al higado o
a los huesos no es cancer de higado o de huesos, sino cancer de préstata metastatizado, ya que todavia contiene
células de cancer de préstata, independientemente de su localizacion.

En consecuencia, en algunas formas de realizacion, la administracion de anticuerpos anti-TweakR puede poner en
marcha el exterminio de células cancerosas. Las células cancerosas pueden estar presentes en un tumor sélido, el
sistema linfatico, o en el torrente sanguineo. Como se usa aqui, “cancer” incluye todos los neoplasmas malignos,
incluyendo, pero sin limitarse a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, y leucemia. Los ejemplos de canceres que
se pueden seleccionar como dianas usando los métodos descritos aqui incluyen, pero no se limitan a, cancer de
vejiga, cancer de mama, cancer de colon, cancer pulmonar, melanoma, cancer pancreatico, cancer ovarico, cancer
renal, cancer de cabeza y cuello, cancer esofagico, cancer uterino, cancer de estémago, cancer cervical,
glioblastoma, y sarcomas. Los métodos terapéuticos descritos aqui se aplican habitualmente a pacientes humanos,
pero se pueden aplicar a otros mamiferos.

En algunas formas de realizacién, la administracion de anticuerpos anti-TweakR induce apoptosis o citolisis de
células que expresan TweakR. En algunas formas de realizacion, la induccion de citolisis se logra via citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Por ejemplo, los anticuerpos anti-TweakR pueden inducir entre 10% a
mas de 80% de citotoxicidad de células que expresan TweakR. En algunas formas de realizacion, la administracion
de los anticuerpos anti-TweakR induce al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, u 80% o mas citotoxicidad de
células que expresan TweakR.

En algunas formas de realizacién, la administracion de los anticuerpos anti-TweakR puede reducir el tamafio de un
tumor sdlido seleccionando como diana a TweakR sobre la superficie de las células cancerosas con uno o mas de
los anticuerpos descritos aqui. EI tumor puede ser un tumor primario o un tumor secundario. A titulo de ejemplo, la
administracion de los anticuerpos anti-TweakR puede reducir el tamafio de un tumor sélido en al menos 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, u 80% o mas. En otras formas de realizacion, la administracion de los anticuerpos anti-
TweakR puede inhibir completamente o prevenir el crecimiento de un tumor sélido.
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Se apreciara que se describe un intervalo de diferentes citotoxicidades y un intervalo de reducciones en el tamafio
tumoral para los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui. La persona experta apreciara que los anticuerpos anti-
TweakR pueden tener cualquiera de las citotoxicidades descritas, y cualquiera de las reducciones descritas en el
tamafio tumoral.

En algunas formas de realizacion, los métodos pueden emplear un anticuerpo anti-TweakR conjugado a un resto
efector. El resto efector puede ser cualquier nimero de moléculas, incluyendo restos marcadores tales como
marcadores radioactivos o marcadores fluorescentes, o preferiblemente puede ser un resto terapéutico. El resto
efector (0 “componente efector”) puede estar unido (o enlazado, o conjugado) al anticuerpo anti-TweakR ya sea
covalentemente, a través de un ligador o un enlace quimico, o no covalentemente, a través de enlaces ionicos, de
van der Waals, electrostatico, o de hidrégeno.

El resto terapéutico puede ser una pequefia molécula que module la actividad de TweakR. En otro aspecto, el resto
terapéutico afecta a la actividad de moléculas o células asociadas con o en estrecha proximidad a TweakR. Por
ejemplo, el resto terapéutico puede ser un agente citotéxico. La expresion “agente citotdéxico”, como se usa aqui, se
refiere a una sustancia que inhibe o previene la funcién de las células y/o O|0rovoca la destruccién de las células. La
expresion pretende incluir isétopos radioactivos (por ejemplo, I*¥, 1'*°, Y y Re™®®), agentes quimioterapéuticos, y
toxinas tales como toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, flngico, vegetal o animal, o sus
fragmentos. Las toxinas adecuadas y sus fragmentos correspondientes incluyen la cadena de difteria A, cadena de
exotoxina A, cadena de ricina A, cadena de abrina A, curcina, crotina, fenomicina, enomicina, auristatinas (por
ejemplo, auristatina E, o auristatina F), y similares. La dianizacién del resto terapéutico contra la TweakR expresada
sobre la superficie de una célula cancerosa no solo sirve para incrementar la concentracion local de resto
terapéutico en el area afectada, sino también sirve para reducir los efectos secundarios perniciosos que pueden
estar asociados con el resto terapéutico.

En otras formas de realizacion, los anticuerpos anti-TweakR se pueden usar en combinacién con agentes
terapéuticos convencionales, usados para tratar un cancer particular. El estandar convencional de cuidado para un
cancer particular es conocido por los expertos en la técnica, y de este modo un experto en la técnica sera capaz de
seleccionar uno o mas agentes terapéuticos para combinarlos con los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui. A
titulo de ejemplo, el cancer pancreatico se trata actualmente usando el agente terapéutico gemcitabina, con o sin
erlotinib (Tarceva®). De este modo, los anticuerpos anti-TweakR se pueden usar en combinacién con gemcitabina
y/o erlotinib para tratar cancer pancreatico.

Los ejemplos de otros agentes terapéuticos que se usan actualmente para tratar cancer, y de este modo se pueden
usar en combinacidon con los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui, incluyen, pero no se limitan a, agentes
dirigidos contra dianas, agentes de quimioterapia convencionales, y agentes de terapia hormonal.

En algunas formas de realizacién, los anticuerpos anti-TweakR de la invencion se pueden usar en combinacién con
agentes dirigidos contra dianas. Los agentes dirigidos contra dianas incluyen, pero no se limitan a, agentes
antiangiogénicos (tales como bevacizumab, sumitinib, sorafenib, temsirolimus, 2-metoxiestradiol o 2MEZ2, finasunato,
PTK787, y vandetanib), inhibidores de EGFR (tales como erlotinib, cetuximab, panitumumab, gefinitib, lapatinib, y
trastuzumab), inmunomoduladores (tales como rituximab, alemtuzumab, y aldesleucina), inhibidores de proteasoma
(tales como bortezomib, PCR-171, y NPI-052), inhibidores de integrinas (tales como natalizumab, volociximab,
etaracizumab, y cilengitida), agentes pro-apoptéticos (tales como mapatumumab, lexatumumab, AMG951, ABT-737,
oblimersen, y plitidepsina), y agentes con otros mecanismos de accidn (tales como imatinib, dasatinib, lenalidomida,
talidomida, aldesleucina, e interferdn alfa).

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-TweakR de la invencion se pueden usar en combinacién con
agentes quimioterapéuticos convencionales. Los agentes quimioterapéuticos convencionales incluyen, pero no se
limitan a, agentes alquilantes (tales como oxaliplatino, carboplatino, cisplatino, ciclofosfamida, melfalan, ifosfamida,
uramustina, clorambucilo, mecloetamina, tiotepa, busulfan, temozolomida, y dacarbazina), anti-metabolitos
(gemcitabina, arabinésido de citosina, Ara-C, capecitabina, 5FU (5-fluorouracilo), azatioprina, mercaptopurina (6-
MP), 6-tioguanina, aminopterina, pemetrexed, y metotrexato), alcaloides vegetales y terpenoides (tales como
docetaxel, paclitaxel, paclitaxel unido a proteina, vincristina, vinblastina, vinorelbina, vindesina, etopésido, VP-16,
tenipdsido, irinotecan, y topotecan), y antibidticos anti-tumorales (tales como dactinomicina, doxorrubicina,
doxorrubicina liposomial, daunorrubicina, daunomicina, epirrubicina, mitoxantrona, adriamicina, bleomicina,
plicamicina, mitomicina C, carminomicina, y esperamicinas).

En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-TweakR de la invencion se pueden usar en combinacion con
agentes de terapia hormonal (tales como anastrozol, letrozol, goserelina, y tamoxifeno).

En consecuencia, los anticuerpos anti-TweakR descritos aqui se pueden usar como una monoterapia o en
combinacién con otros agentes terapéuticos. En algunas formas de realizacion, los anticuerpos anti-TweakR de la
invencién son Utiles como agentes monoterapéuticos 0 como parte de un régimen de terapia de combinacion para el
tratamiento de pacientes con cancer que se han hecho resistentes a anticuerpos anti-EGFR. Se ha teorizado que la
resistencia a anticuerpos anti-EGFR esta asociada con mutaciones que dan como resultado la activacion constitutiva
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de la sefalizacion mediada por EGFR (véase, por ejemplo, Jhawer, et al., 2008, Cancer Res., 68(6):1953-1961).
Varios estudios recientes han mostrado una relacion entre el estado de la mutacion K-Ras y la respuesta a
cetuximab, mostrando los tumores de tipo salvaje para K-Ras una respuesta mejorada a este agente (Lievre, et al.,
2008, J. Clin. Oncology, 26(3):374-379). Se encontrd que las estirpes celulares de cancer de colon con mutaciones
PIK3CA activantes o pérdida de la expresién de PTEN son mas resistentes a cetuximab que las estirpes celulares
de PIK3CA de tipo salvaje/que expresan PTEN (Jhawer, et. al., 2008, Cancer Res., 68(6): 1953-1961). Se ha
demostrado que las mutaciones que activan la ruta de sefializacion de RAS/RAF son indicadores predictivos y de
pronéstico en pacientes con cancer colorrectal (Benvenuti, et al., 2007, Cancer Res., 67(6):2643-2648).

Muchos de los modelos de xenoinjerto usados para ensayar la eficacia de anticuerpos anti-TweakR poseen
mutaciones BRAF, KRAS, PTEN, y PIK3CA, incluyendo NW231 (adenocarcinoma de mama), HT29
(adenocarcinoma colorrectal), A375 (melanoma), Calu6é (carcinoma anaplasico de pulmén), A549 (carcinoma de
pulmén), 786-0 (carcinoma de célula clara renal), y HCT116 (adenocarcinoma colorrectal). En algunos de estos
modelos, es decir, NW231, HT29, y A375, el anticuerpo anti-TweakR PDL192 fue eficaz a la hora de reducir y/o
inhibir el crecimiento del tumor (véase la Tabla 2), sugiriendo que los anticuerpos anti-TweakR se pueden usar para
tratar pacientes con cancer que no responden a, o que se han hecho resistentes a, inhibidores de EGFR, tales como
anticuerpos anti-EGFR.

En el modelo de xenoinjerto HT29, se demostré que PDL192 potencia la actividad antitumoral de la combinacién de
cetuximabl/irinotecan en HT29 (véase, por ejemplo, la figura 18D). Estos resultados proporcionan una razén para
combinar anticuerpos anti-TweakR con agentes que se dirigen a rutas diferentes como parte de un régimen de
tratamiento para pacientes que no responden a, 0 que se hacen resistentes a, inhibidores de EGFR, tales como
anticuerpos anti-EGFR.

De este modo, en algunas formas de realizacion, se administran anticuerpos anti-TweakR a pacientes con cancer
gue no responden a, o que se hacen resistentes al tratamiento con anticuerpos anti-receptor de factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), tales como cetuximab y panitumumab. Los anticuerpos anti-TweakR se pueden administrar
solos 0 en combinacién con otros agentes terapéuticos, incluyendo, pero sin limitarse a, agentes dirigidos contra
dianas, agentes quimioterapéuticos convencionales y agentes de terapia hormonal.

Los pacientes con cancer que son resistentes a o que no responden a anticuerpos anti-EGFR se pueden cribar en
busca de mutaciones BRAF, KRAS, PTEN, y PIK3CA, como se describe en Benvenuti, et al. 2007, Cancer Res.,
67(6):2643-2648. Los pacientes que tienen mutaciones en uno o mas de estos genes se identifican y se tratan con
anticuerpos anti-TweakR solos 0 en combinacion con otros agentes terapéuticos, incluyendo, pero sin limitarse a,
agentes dirigidos contra dianas, agentes quimioterapéuticos convencionales y agentes de terapia hormonal.

Uno o mas de los agentes terapéuticos anteriores se pueden administrar concurrentemente, antes de, o tras la
administracion de un anticuerpo anti-TweakR. Estos agentes se pueden administrar de forma separada, o se pueden
combinar en un coéctel y se pueden administrar juntos como una Unica composicién. La composicion o
composiciones se pueden administrar por cualquier medio conocido en la técnica.

Otros tratamientos Utiles que se pueden usar en combinacion con los anticuerpos anti-TweakR incluyen terapia de
radiacion.

Los anticuerpos anti-TweakR se pueden formular en una composicion farmacéutica que se administra a un sujeto en
una cantidad terapéuticamente eficaz. Como se usa aqui, “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad
de una formulacion o composicion farmacéutica que es suficiente para curar, aliviar, atenuar o al menos
parcialmente detener el cancer y/o sus sintomas, y/o complicaciones. Los métodos clinicos para determinar la
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-TweakR para el tratamiento de cancer son bien conocidos
por aquellos de pericia normal en la técnica, y se pueden determinar empiricamente usando experimentacion
habitual. Por ejemplo, en el contexto del tratamiento de cancer, una “cantidad terapéuticamente eficaz” es una
cantidad capaz de invocar uno o mas de los siguientes efectos: (1) inhibicion, en cierto grado, del crecimiento
tumoral, incluyendo la ralentizacion y la detencién total del crecimiento; (2) reduccion del nimero de células
cancerosas; (3) reduccién del tamafio tumoral; (4) inhibicién (es decir, reduccion, ralentizacion o detencién total) de
la infiltracién de células cancerosas en Organos periféricos; (5) inhibicién (es decir, reduccién, ralentizacion o
detencion total) de la metastasis de células cancerosas; (6) potenciacion de la respuesta inmunitaria anticancerosa,
gue puede dar como resultado, pero no tiene que hacerlo, la regresion o rechazo de un tumor; y/o (7) alivio, en cierto
grado, de uno o mas sintomas asociados con el trastorno.

La concentracion de un anticuerpo en estas formulaciones varia ampliamente desde alrededor de 0,1 a 100 mg/ml,
pero a menudo esta en el intervalo de 1 a 20 mg/ml. Para los fines de tratamiento de la enfermedad, la dosis
apropiada del anticuerpo dependera de la gravedad y rumbo de la enfermedad, de la historia clinica y respuesta del
paciente, de la toxicidad de los anticuerpos, y del criterio del médico. Los anticuerpos se administran de forma
adecuada al paciente de una sola vez, o a lo largo de una serie de tratamientos. El régimen de dosificacion y de
tratamiento apropiado se puede establecer monitorizando el progreso de la terapia usando técnicas convencionales
conocidas por la persona experta en la técnica.
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Tipicamente, las composiciones descritas aqui se administran intravenosamente a un paciente como un bolo o
mediante infusion continua a lo largo de un periodo de tiempo; o mediante vias intramusculares, subcutaneas,
intraperitoneales, o intracerebroespinales. Los métodos para preparar composiciones administrables
parenteralmente son conocidos o manifiestos para el experto en la técnica, y se describen con mas detalle, por
ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Science (152 Ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1980).

Como se describe aqui, las composiciones formuladas para uso farmacéutico comprenden uno o mas de los
anticuerpos anti-TweakR descritos aqui. Las composiciones comprenden ademas opcionalmente un vehiculo. Las
composiciones farmacéuticas descritas aqui comprenden tipicamente un anticuerpo anti-TweakR y un vehiculo
farmacéutico, y habitualmente comprenden una disoluciéon de un anticuerpo anti-TweakR, o un céctel del mismo,
disuelto en un vehiculo aceptable, preferiblemente un vehiculo acuoso. Se puede usar una variedad de vehiculos
acuosos, por ejemplo agua para inyeccion (WFI), o agua tamponada con fosfato, citrato, acetato, etc., hasta un pH
tipicamente de 5,0 a 8,0, muy a menudo 6,0 a 7,0, y/o que contiene sales tales como cloruro de sodio, cloruro de
potasio, etc., para hacerla isotonica. El vehiculo también puede contener excipientes tales como seroalbumina
humana, polisorbato 80, azlicares 0 aminoacidos, para proteger a la proteina activa.

Para uso en aplicaciones de diagnoéstico y de investigacion sugeridas anteriormente, también se proporcionan aqui
kits. En aplicaciones de diagndstico y de investigacion, tales kits pueden incluir al menos uno de los siguientes:
reactivos de ensayo, tampones, acidos nucleicos o anticuerpos especificos de TweakR, sondas de hibridacion y/o
cebadores, polinucleétidos antisentido, ribozimas, polipéptidos o polinucle6tidos de TweakR negativos dominantes,
y/o inhibidores de tipo pequefia molécula de la secuencias asociadas a TweakR.

Ademas, los kits pueden incluir materiales de instruccion que contienen instrucciones (por ejemplo, protocolos) para
la practica de esta invencion. Aunque los materiales de instruccion comprenden tipicamente materiales escritos o
impresos, no estan limitados a tales. Mediante esta invencion se contempla un medio capaz de almacenar tales
instrucciones y comunicarlas a un usuario final. Tales medios incluyen, pero no se limitan a, medios de
almacenamiento electrénico (por ejemplo, discos magnéticos, cintas, cartuchos, chips), medios épticos (por ejemplo,
CD ROM), y similares. Tales medios pueden incluir direcciones para interaccionar con sitios que proporcionan tales
materiales de instruccion.

De este modo, los anticuerpos anti-TweakR y los fragmentos de unién a antigeno descritos aqui, y las
composiciones y kits que comprenden estos anticuerpos y fragmentos de union a antigeno, se pueden usar para
terapia, y en particular para el tratamiento de cualquiera de las enfermedades descritas aqui.

7. Ejemplos
Ejemplo 1: Expresion de TweakR en tumores primarios

El analisis del perfil de expresion génica se us6 para detectar la expresion de ARNm de TweakR en una variedad de
tumores solidos primarios, incluyendo cénceres pulmonares, pancreaticos, renales, de mama, y de cabeza y cuello.
Se aisl6 ARNm de diversos canceres y de 347 tejidos normales de adultos, y se hibridé a Eos Hu03, un chip génico
Affymetrix personalizado que contiene aproximadamente 59.000 conjuntos de sondas que representan 46.000
genes, racimos EST, y exones predichos.

La expresion significativa de TweakR se detectd en 31 de 44 adenocarcinomas pulmonares, 27 de 56 carcinomas de
células escamosas pulmonares, 37 de 47 tumores pancredticos, 14 de 23 tumores de origen de cabeza y cuello, 48
de 66 canceres ovaricos, 190 de 253 canceres colorrectales primarios y metastasicos, 11 de 11 canceres
esofagicos, 16 de 35 melanomas, 15 de 20 canceres renales, 29 de 39 canceres de estomago, 25 de 43 canceres
uterinos, 7 de 14 canceres cervicales, 8 de 26 sarcomas, 23 de 93 canceres de vejiga, y 16 de 27 glioblastomas
(datos no mostrados). En canceres de mama, 24 de 47 muestras de tumor primario procedentes de 45 pacientes
mostraron expresion significativa de TweakR, y 7 de 10 tumores metastasicos de la columna vertebral expresaron
TweakR (datos no mostrados).

En la figura 6, se comparan los niveles de expresion de una matriz de ADNc de TweakR en canceres pancreatico,
pulmonar (adenocarcinoma y carcinoma de células escamosas) y renal con un abanico de tejidos corporales
normales. Las muestras se presentan a lo largo del eje X, reflejando la altura de cada muestra la intensidad media o
nivel de expresion de TweakR. Las muestras con niveles de expresion por encima de la linea discontinua horizontal
en 100 se consideran positivas para la expresion de TweakR.

También se usoé la tincion inmunohistoquimica usando anticuerpos anti-TweakR para examinar la expresion de
TweakR en tumores sélidos de adenocarcinoma pulmonar, carcinoma de células escamosas del pulmén, y cancer
pancreatico. Se incubaron muestras tumorales crioconservadas con el anticuerpo anti-TweakR 29.T10 (5 pg/ml). Se
afiadio anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante, seguido del desarrollo del color con
diaminobencidina (DAB).
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La tincién inmunohistoquimica estuvo de acuerdo con los resultados del chip génico. Usando anticuerpos contra
TweakR (29.T10, 374.2, y 349.2), se detectd proteina TweakR en adenocarcinomas de pulmén, carcinomas de
células escamosas del pulmon, adenocarcinomas pancreaticos, carcinomas de células renales, carcinomas ductales
de mama, adenocarcinomas colorrectales, carcinomas ovaricos, adenocarcinomas de estémago, canceres de vejiga,
y canceres de origen de cabeza y cuello. La figura 7 es un ejemplo tipico de la tincién de la proteina TweakR usando
anticuerpo 29.T10 en tumores sélidos.

Ejemplo 2: Generacién y caracterizacion de anticuerpos anti-TweakR
GENERACION DE ANTICUERPOS ANTI-TWEAKR

Anticuerpos monoclonales

Se generaron anticuerpos monoclonales inmunizando ratones Balb/c intraperitonealmente con células 3T12 de ratén
que sobreexpresan TweakR humana. Los bazos se recogieron, y los esplenocitos se fusionaron con la estirpe
celular de mieloma mudltiple, NSO. Los hibridomas se seleccionaron usando aminopterina. Los hibridomas que
expresan anticuerpos anti-TweakR de interés se subclonaron varias veces para aislar clones individuales.

Humanizacion de 19.2.1 para crear PDL192

La humanizacién de 19.2.1 se llevé a cabo esencialmente segun el procedimiento de Queen, C. et al. (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86: 10029-10033 (1989)). En primer lugar, se identificaron segmentos VH y VL humanos con
homologia elevada con las secuencias de aminoacidos de VH y VL de 19.2.1, respectivamente. A continuacion, las
secuencias de CDR, junto con los aminoacidos de entramado importantes para mantener las estructuras de las
CDR, se transplantaron en las secuencias de entramado humanas seleccionadas. El anticuerpo monoclonal
humanizado resultante (PDL192) se expresoé en la estirpe celular de mieloma de raton NSO.

Clonacién y secuenciacién de ADNc de |a regién variable de 19.2.1

Se extrajo ARN total de aproximadamente 5 x 10’ células de hibridoma que producen 19.2.1 usando el reactivo
TRIzol (Life Technologies, Inc., Rockville, MD). Se sintetiz6 ADNc bicatenario usando el kit de amplificacion de ADNc
SMART RACE (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA) siguiendo el protocolo del proveedor. Los ADNc de la
regiéon variable para las cadenas pesada y ligera se amplificaron mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) usando los cebadores de 3’ que se hibridan respectivamente a las regiones C de las cadena gamma y kappa
de ratén, y un cebador universal de 5’ proporcionado en el kit de amplificacién de ADNc SMART RACE. Los ADNc
de VH y VL se subclonaron en el vector pCR4Blunt-TOPO (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) para la
determinacion de la secuencia. La secuenciacion del ADN se llevd a cabo mediante reacciones de secuenciacion de
ciclos de PCR con terminadores de cadena didesoxi fluorescentes (Applied Biosystems, Foster City, CA) segun las
instrucciones del fabricante. Para cada una de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera se
secuenciaron multiples clones plasmidicos.

Disefio de las regiones V de PDL192

La humanizacion de las regiones V del anticuerpo se llevé a cabo como se esquematiza por Queen, C. et al. (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86: 10029-10033 (1989)). En primer lugar, se construyé un modelo molecular de las regiones
variables de 19.2.1 con la ayuda de los programas de ordenador ABMOD y ENCAD (Levitt, M., J. Mol. Biol. 168:
595-620 (1983)). A continuacién, basandose en la busqueda de homologia frente a secuencias de ADNc de
anticuerpos humanos, se seleccionaron las secuencias apropiadas de los segmentos VH, VL, y J humanas para
proporcionar los entramados para las regiones variables de PDL192.

En las posiciones del entramado en las que el modelo de ordenador sugirié un contacto significativo con las CDR, se
sustituyeron los aminoacidos de las regiones V de 19.2.1 por los aminoacidos del entramado humano originales.
Esto se hizo en los restos 73, 74, 93, y 94 de la cadena pesada. Para la cadena ligera, la sustitucion se realizo en el
resto 49. Obsérvese que el sistema de numeracion usado aqui es el de Kabat (Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 ed., National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)).

Construccion de los genes VHy VL de PDL192

Los segmentos de ADN que codifican cada una de VH y VL de PDL192 se disefiaron como miniexones que incluyen
un péptido sefial, una sefial donante de ayuste, y sitios de enzimas de restriccion apropiados para la clonacion
subsiguiente en un vector de expresion de mamifero. Los miniexones de VH y VL de 19.2.1 se construyeron
mediante alargamiento de oligonucleétidos sintéticos solapantes que oscilan en longitud desde 33 hasta 43 bases, y
mediante amplificacién por PCR (Stemmer et al, Gene 164:49-53 (1995)). Los fragmentos amplificados mediante
PCR se purificaron mediante el kit de purificacion mediante PCR Qiaquick (Qiagen), se digirieron con enzimas de
restriccion apropiadas, se clonaron en un vector para la expresion que contiene dominios constantes kappa y de
IgG1 humana, y se expresaron en células NSO de ratén.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2411907 T3

La humanizacién de PDL400 a partir de ITEM4 fue similar al procedimiento descrito anteriormente para PDL192,
excepto que se seleccionaron diferentes sustituciones de entramado basandose en el modelo de ordenador.

AFINIDADES DE UNION

Las afinidades de unién relativas de diversos anticuerpos anti-TweakR de raton y humanizados se evaluaron en un
ensayo Biacore usando una forma soluble del dominio extracelular de TweakR humana. De forma breve, en primer
lugar se inmovilizé anticuerpo anti-Fc de raton de cabra o anti-Fc humano de cabra a la superficie del biosensor,
seguido de la captura del anticuerpo sobre la superficie de ensayo. Subsiguientemente, se inyecté la forma soluble
del dominio extracelular de TweakR humana para medir la unién a, y la disociacion del, anticuerpo. Las afinidades
de unién relativas de diversos anticuerpos de raton, incluyendo 19.2.1, 136.1, y 18.3.3, y diversos anticuerpos
humanizados, incluyendo PDL192 y PDL400, se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1
Anticuerpos Anti-TweakR |Afinidad de unién (Kp)
PDL192 55nM
19.2.1 7,12 nM
136.1 0,68 nM
18.3.3 0,23 nM
PDL400 0,58 nM

Como se muestra en la Tabla 1, la afinidad de PDL192 fue similar a la del anticuerpo progenitor murino, 19.2.1. De
este modo, el proceso de humanizacion no alter6 significativamente la afinidad de unién del anticuerpo.

ACTIVIDADES AGONISTA/ANTAGONISTA

TWEAK, el ligando para TweakR, activa mltiples rutas de sefalizacion, dando como resultado efectos pleyotrépicos
sobre células, incluyendo el incremento de la expresién de citocinas y quimiocinas, la estimulacion de angiogénesis,
y la induccién de apoptosis en células cancerosas. Los anticuerpos anti-TweakR se evaluaron para determinar sus
capacidades para ejercer actividades bioldgicas atribuidas a TWEAK usando varios ensayos in vitro disefiados para
medir los efectos de los anticuerpos anti-TweakR sobre el crecimiento celular, estimulacion de angiogénesis y
expresion de citocinas y quimiocinas.

En los ensayos de crecimiento celular, se incubaron células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC),
células del musculo liso de la arteria coronaria, fibroblastos pulmonares, o hepatocitos durante 3 dias en presencia
de 100 ng/ml de TWEAK o 10 pg/ml de anticuerpo de control de isotipo o el anticuerpo anti-TweakR, 19.2.1. La
viabilidad celular se evalué usando azul de alamar. Comparado con las células tratadas con el isotipo, el crecimiento
de las HUVEC se estimul6 mediante TWEAK o0 19.2.1 (datos no mostrados). En estas células, TWEAK potenci6 el
crecimiento en 2,4 veces, mientras que 19.2.1 estimulé un incremento de 1,6 veces el crecimiento. Ni TWEAK ni
19.2.1 tuvieron ningun efecto sobre el crecimiento de células del musculo liso de la arteria coronaria, células del
musculo liso adrticas, fibroblastos pulmonares, o hepatocitos.

Los anticuerpos anti-TweakR se evaluaron para determinar sus capacidades para promover la formacion de tubos
endoteliales in vitro. Se incubaron células HUVEC en una matriz de fibrina en presencia de 200 ng/ml de TWEAK, 10
ug/ml de anticuerpo de control de isotipo 0 10 pg/ml de 19.2.1. Después de 6 dias, se cuantificé la longitud de los
tubos generados. Tanto TWEAK como 19.2.1 estimularon la formacién de tubos endoteliales, mostrando TWEAK un
incremento de aproximadamente 3,5 veces en la longitud total de los tubos, y estimulando 19.2.1 un incremento de
2,5 veces (datos no mostrados).

Se ensayo0 la capacidad de los anticuerpos anti-TweakR para estimular la expresion de citocinas y quimiocinas en un
numero de estirpes celulares de cancer y también en células humanas primarias normales, incluyendo células
endoteliales, hepatocitos, fibroblastos pulmonares, y células del masculo liso de la arteria coronaria. Las células se
incubaron in vitro durante 24 horas con TWEAK a 100 ng/ml, o con un anticuerpo anti-TweakR a 10 pg/ml.
Veinticuatro horas mas tarde, el sobrenadante celular se evalud para determinar la presencia de hasta 15 citocinas y
quimiocinas diferentes usando un ensayo multiplex comercial a base de perlas fluorescentes (Luminex®; Upstate).

Cada tipo celular liber6 un conjunto Unico de citocinas/quimiocinas en respuesta a TWEAK. Algunos de los
anticuerpos anti-TweakR, tales como 19.2.1 y PDL192 indujeron secrecion del mismo subconjunto de
citocinas/quimiocinas (por ejemplo, IL-8, IL-6, GM-CSF, MCP-1, RANTES, e IP-10) que TWEAK, pero a menores
concentraciones. TWEAK, 19.2.1, y PDL192 no estimularon la liberacion de IFNy, TNFa, TNFB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10,
IL-12, 0 IL-13 a partir de cualquier tipo celular examinado (datos no mostrados).
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Basandose en los resultados anteriores, se usé la liberacién de IL-8 a partir de células de melanoma A375 por
anticuerpos anti-TweakR como el ensayo de eleccion para caracterizar la actividad agonista/antagonista de los
diversos anticuerpos, asi como anticuerpos anti-TweakR previamente identificados, incluyendo ITEM1, ITEM2,
ITEM3, e ITEM 4 (Nakayama, et al., 2003, Biochem Biophysical Res Comm., 306:819-825). figura 8 representa la
liberacion de IL-8 por ITEM1, ITEM2, ITEM3, e ITEM 4 (usados todos a 10 ug/ml), asi como diversos controles de
isotipo. Como se ilustra en la figura 8, todos los anticuerpos ITEM tienen actividad agonista, por cuanto que inducen
cierta expresion de IL-8 cuando se incuban con células A375. Ademas, todos los anticuerpos ITEM tienen cierta
actividad antagonista, por cuanto, cuando se incuban células A375 con el ligando TWEAK (300 ng/ml) mas los
anticuerpos, la cantidad de IL-8 liberada es menor que la observada con el tratamiento con TWEAK solo. Los
agentes con actividad antagonista pura, una forma soluble de dominio extracelular de TweakR (TweakR-Fc) y un
anticuerpo anti-TWEAK neutralizante, se muestran para comparacion.

Los ensayos de liberacién de IL-8 representativos para los anticuerpos anti-TweakR PDL192, 18.3.3, 136.1 y PDL
400 se muestran en las figuras 8B, 8C, 8D, y 8E, respectivamente. Como se muestra en las figuras 8B-8E, las
actividades agonistas/antagonistas difieren entre los anticuerpos descritos aqui. Por ejemplo, PDL192 (figura 8B) y
19.2.1 (datos no mostrados) no tienen virtualmente ninguna actividad antagonista, es decir, no bloquean la liberacion
de IL-8 inducida por TWEAK. PDL 400 (figura 8E) y 18.3.3 (figura 8C) tienen actividades agonistas y antagonistas. El
anticuerpo anti-TweakR 136.1 (figura 8D) tiene actividad agonista muy elevada, lo que descarta la evaluacion de su
actividad antagonista en este ensayo.

ACTIVIDAD ANTITUMORAL IN VITRO

Se emplearon dos ensayos para evaluar los efectos antiproliferativos de anticuerpos anti-TweakR in vitro, un ensayo
dependiente de anclaje (un ensayo de proliferacion) y un ensayo independiente de anclaje (un ensayo de formacién
de colonias). En la figura 9 se muestra un ensayo antiproliferativo tipico que usa 19.2.1 en células de melanoma
A375. En conjunto, PDL192 y 19.2.1 disminuyeron la proliferacion de 15 de 40 estirpes celulares cancerosas que
expresan TweakR, y redujeron el potencial de formacion de colonias de 9 de 33 estirpes celulares cancerosas que
expresan TweakR (datos no mostrados).

Los anticuerpos anti-TweakR, PDL192, 19.2.1, y 136.1, se ensayaron para determinar la capacidad para disminuir o
inhibir el crecimiento de las células cancerosas induciendo apoptosis a través de la activacion de caspasa. Se
incubaron células de cancer de colon HT29 tratadas con IFNy con titulaciones de los tres anticuerpos. En 1-2 dias
de tratamiento con anticuerpo, las células se evaluaron para determinar la activacion de caspasa 3/7. Como se
muestra en las figuras 10A-10B, PDL192 y 136.1, fueron capaces de inducir apoptosis a través de la activacion de
caspasa en HT29. 19.2.1 tuvo un efecto similar (dato no mostrado). En otras estirpes celulares cancerosas, parece
gue la apoptosis no es el mecanismo mediante el cual los anticuerpos anti-TweakR inhiben la proliferacion; en estas
estirpes celulares, se postura que los anticuerpos median la actividad a través de un mecanismo 0 mecanismos
alternativos que provocan una reduccidn en la proliferacién en un ensayo de crecimiento a méas largo plazo de 7-10
dias (dato no mostrado).

Ejemplo 3: Actividad tumoral in vivo de anticuerpos anti-TweakR
El tratamiento con anticuerpos anti-TweakR in vivo se llevd a cabo sobre modelos de xenoinjerto generados a partir
de un ndmero de estirpes celulares cancerosas. Como se muestra en la Tabla 2, los anticuerpos anti-TweakR fueron

eficaces reduciendo y/o inhibiendo el crecimiento de un nimero de diferentes canceres.

Tabla 2. Sumario de la actividad antitumoral en modelos de xenoinjerto

[Tipo de tejido tumoral Modelo de xenoinjerto Porcentaje de inhibicién por"
19.2.1 PDL192 18.3.3 PDL400

Carcinoma de célula renal SN12C 98% 95% nt2 95%
786-0 nt NS3 nt nt
IAdenocarcinoma de mama Variante MDA-MB-231 42% 81% nt nt
MDA-MB-453 nt NS nt nt
IAdenocarcinoma colorrectal HT29 nt 78% nt nt
Lovo nt NS nt nt
VACQO9P nt NS nt nt
HCT116 NS nt nt nt
Melanoma A375 65% 69% 69% nt
LOX nt 60% nt nt
Carcinoma ovarico CS0C882-2 nt 89% nt nt
ES2 nt 75% nt nt
SK-OV-3 nt NS nt nt
IAdenocarcinoma pancreatico Panel nt 79% nt nt
BxPC3 NS nt nt nt
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[Tipo de tejido tumoral Modelo de xenoinjerto Porcentaje de inhibicién por’
19.2.1 PDL192 18.3.3 PDL400
carcinoma de glandulas A253 86% 73% 54% 70%
salivares
Carcinoma de vejiga urinaria HT1376 36% 48% nt 56%
Glioblastoma U118 nt 40% nt nt
Carcinoma pulmonar H358 nt 58% nt nt
Calu6 21% 26% nt 29%
A549 30% 25% nt nt
EKVX NS nt nt nt

" El porcentaje de inhibicién se calculd comparando el volumen tumoral medio de animales de control con los
animales tratados, usando medidas tomadas el dia de sacrificio del grupo de los animales de control (cuando la|
mayorla de los tumores estuvo en el limite permisible).

nt no ensayado.

® NS: ninguna diferencia significativa entre grupos tratados con el anticuerpo anti-TweakR y grupos tratados con el

control de isotipo.

Se inoculé subcutaneamente a ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) con células de cancer renal
SN12C. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mm?, se dosifico intraperitonealmente a los animales
con PDL192, PDL400, o 19.2.1, o un anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, 3 veces por semana durante 3
semanas. También se us6 un estudio de busqueda de intervalo de dosis para determinar el intervalo de niveles de
dosificacion eficaces con PDL192 en el modelo de SN12C. En este modelo, se dosificd a los animales con PDL192 a
10 mg/kg, 5 mg/kg, 2,5 mg/kg, 1 mg/kg, 0,3 mg/kg, o 0,1 mg/kg, o anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, 3
veces por semana durante 3 semanas.

PDL192 provoca regresion tumoral en el modelo de xenoinjerto de cancer renal SN12C. Se observaron resultados
similares con PDL400 y 19.2.1 (datos no mostrados). En el estudio de hallazgo del intervalo de dosis, mostrado en la
figura 11, se observé regresién tumoral con PDL192 a dosis tan bajas como 1 mg/kg. A una menor dosis de 0,3
mg/kg, no se logrd regresion, pero se observé actividad antitumoral significativa de PDL192.

Se inoculé subcutdneamente a ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) con células de cancer de la
glandula salivar A253. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mm®, se dosificé intraperitonealmente
a los animales con 19.2.1, PDL192, 18.3.3, y PDL400, o con anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, 3 veces por
semana durante 3 semanas. Los estudios de hallazgo del intervalo de dosis en el modelo A253 de cancer de cabeza
y cuello también se usaron con 19.2.1 para determinar la concentracion minima de anticuerpo circulante que
muestra actividad biolégica (concentracién sérica eficaz minima). Se inoculd subcutaneamente a ratones con
inmunodeficiencia severa combinada (SCID) con células de cancer de la glandula salivar A253. Cuando los tumores
alcanzaron aproximadamente 100 mm?, se dosifico intraperitonealmente a los animales con 19.2.1 a 10 mg/kg, 5
mg/kg, 2,5 mg/kg, 1 mg/kg, o 0,5 mg/kg, 0 con anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, 3 veces por semana
durante 3 semanas.

Como se muestra en la figura 12, a nivel de dosis de 10 mg/kg, se observa actividad antitumoral significativa con
19.2.1 en el modelo A253 de cancer de cabeza y cuello. Se obtuvieron resultados similares con PDL192, 18.3.3, y
PDL400 (datos no mostrados). En el estudio de hallazgo del intervalo de dosis representado en la figura 12, la
actividad antitumoral maxima con 19.2.1 en el modelo A253 de cancer de cabeza y cuello se logra a 5 mg/kg, y la
actividad minima se observa a 0,5 mg/kg. En un estudio distinto, se evaluaron las concentraciones séricas de 19.2.1
a estos mismos niveles de dosis. El nivel de dosis de 5 mg/kg, cuando se observé actividad antitumoral maxima, se
correlaciond con concentraciones de anticuerpo circulante de 20-120 pg/ml. La actividad biolégica minima,
observada al nivel de dosis de 0,5 mg/kg, se correlaciond con una concentracion de anticuerpo de 1-7 pg/ml (dato no
mostrado). Este intervalo de dosis caracteriza la ventana terapéutica potencial para anticuerpos anti- TweakR.

Se inoculé subcutaneamente a ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) con celulas de carcinoma
de glandula salivar A253. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mm?, se dosifico
intraperitonealmente a los animales con 19.2.1 a 5 mg/kg, o con anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, 3 veces
por semana durante 3 semanas (9 dosis) o durante 7 semanas (22 dosis) (19.2.1 solamente).

En el modelo de xenoinjerto A253 de cancer de cabeza y cuello, 19.2.1 inhibié significativamente el crecimiento
tumoral. La eficacia de 19.2.1 se evalué en ratones que recibieron 9 dosis a 5 mg/kg durante 3 semanas, o 22 dosis
a 5 mg/kg durante el transcurso de 7 semanas (figura 13). Para ambos grupos de dosificacién, el crecimiento
tumoral se inhibio significativamente durante el periodo de dosificacién, y estaba completamente inhibido para
aproximadamente 3 semanas tras la dosificacion (figura 13). Este resultado sugiere que la actividad antitumoral se
mantiene hasta que la concentracion de anticuerpo circulante cae por debajo del nivel minimo requerido para la
eficacia.
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Se inoculé subcutaneamente a ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) con células de carcinoma
de vejiga urinaria HT1376. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mm?, se dosifico
intraperitonealmente a los animales con PDL192, 19.2.1, y PDL400, o con el anticuerpo de control de isotipo a 10
mg/kg, 3 veces por semana durante 7 dosis.

En el modelo de xenoinjerto de vejiga urinaria HT1376, el crecimiento tumoral se inhibi6 moderadamente. La figura
14 representa la reduccion del crecimiento tumoral tras el tratamiento con PDL192. Se obtuvieron resultados
similares usando 19.2.1 y PDL400.

Se inoculdé subcutaneamente a ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) con células de melanoma
A375. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mm?, se dosificé intraperitonealmente a los animales
con PDL192, 19.2.1, y 18.3.3, o con el anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, 3 veces por semana durante 3
semanas. También se us6 un estudio de bisqueda del intervalo de dosis para determinar el intervalo de niveles de
dosis eficaces con PDL192 en el modelo A375. En este estudio, se dosifico a los animales con PDL192 a 10 mg/kg,
5 mg/kg, 2,5 mg/kg, 1 mg/kg, 0,3 mg/kg, o 0,1 mg/kg, o con el anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, 3 veces
por semana (gs) durante 3 semanas.

En el modelo de xenoinjerto de melanoma A375 3qs, el crecimiento tumoral se inhibié significativamente usando
PDL192 a 10 mg/kg (figura 15). Se obtuvieron resultados similares usando 19.2.1 y 18.3.3 (datos no mostrados). La
figura 15 representa la reduccion del crecimiento tumoral tras el tratamiento con PDL192 en el estudio de bisqueda
de intervalo de dosis, con actividad antitumoral significativa observada en todos los niveles de dosis, incluso tan
bajas como 0,1 mg/kg.

Se llevé a cabo un estudio de busqueda de intervalo de dosis separado en el modelo de xenoinjerto A375 para
correlacionar las actividades biolégicas minimas y 6éptimas de PDL192 con las concentraciones de anticuerpo
circulante. Se inoculd subcutdneamente a ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) con células de
melanoma A375. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mm?, se dosificé intraperitonealmente a los
animales con PDL192 a 5 mg/kg, 1 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,3 mg/kg, o 0,1 mg/kg, o con anticuerpo de control de isotipo
a 5 mg/kg, cada tres dias (q3d) durante un total de 8 dosis. Los animales se sangraron a diversos tiempos a lo largo
del estudio para medir las concentraciones de PDL192 en el suero.

En el estudio de busqueda de intervalo de dosis de A375 q3d, PDL192 mostré actividad antitumoral 6ptima a los
niveles de dosis de 1 mg/kg y 5 mg/kg (datos no mostrados), cuando las concentraciones séricas de punto minimo
de PDL192 fueron 2,4 y 62 ug/ml y las concentraciones séricas pico fueron 5,9 y 85 pg/ml. Se observé actividad
antitumoral minima a moderada a los niveles de dosis de 0,1, 0,3 y 0,6 mg/kg (datos no mostrados), en los que las
concentraciones séricas de punto minimo de PDL192 fueron 0,97 ng/ml, 4,1 ng/ml, y 27 ng/ml, respectivamente, y
las concentraciones séricas pico fueron 0,087, 1,4, y 3 ug/ml, respectivamente. Este intervalo de dosis caracteriza la
ventana terapéutica potencial para anticuerpos anti-TweakR.

Se inoculd subcutaneamente a ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) con células de carcinoma
de cancer ovarico CSOC. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mms, se dosifico
intraperitonealmente a los animales con PDL192 o con anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, 3 veces por
semana durante 3 semanas.

En el modelo de xenoinjerto de cancer ovarico CSOC, el crecimiento tumoral se inhibié fuertemente por PDL192. La
figura 16 representa la reduccion del crecimiento tumoral tras el tratamiento con PDL192.

Se inoculé subcutaneamente a ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) con células de cancer
pancreatico Pancl. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mm?, se dosificé intraperitonealmente a
los animales con PDL192 a 10 mg/kg, o con anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, o con PDL192 a 10 mg/kg y
gemcitabina a 60 mg/kg, o con anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg y gemcitabina a 60 mg/kg. Los animales
recibieron dosis de anticuerpo 3 veces por semana durante 3 semanas y/o gemcitabina 2 veces por semana durante
5 dosis.

En el modelo de xenoinjerto Pancl, el crecimiento tumoral se inhibié significativamente por PDL192. La combinacion
de PDL192 y gemcitabina dio como resultado la regresion tumoral del 100%. La figura 17 representa la reduccion del
crecimiento tumoral tras el tratamiento con PDL192 + gemcitabina.

Se inoculé subcutaneamente a ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) con células de cancer
colorrectal HT29. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mm?, se dosificé intraperitonealmente a los
animales con PD192 a 10 mg/kg o 0,5 mg/kg, con anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, con cetuximab a 10
mg/kg, con irinotecan a 25 mg/kg y anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, con irinotecan a 25 mg/kg y
cetuximab a 10 mg/kg, con irinotecan a 25 mg/kg y PDL192 a 0,5 mg/kg, con PDL192 a 0,5 mg/kg y cetuximab a 10
mg/kg, o con PDL192 a 0,5 mg/kg y cetuximab a 10 mg/kg e irinotecan a 25 mg/kg. Los animales recibieron dosis de
anticuerpo 3 veces por semana durante 3 semanas y/o irinotecan 2 veces por semana durante 3 semanas.
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En el modelo de xenoinjerto HT29, el crecimiento tumoral se inhibi6é fuertemente por PDL192 a un nivel de dosis de
10 mg/kg. La Figura 18A representa la inhibicion del crecimiento tumoral por PDL192 a 10 mg/kg. A una menor dosis
de 0,5 mg/kg, PDL192 solo no inhibi6 el crecimiento tumoral, pero potencié significativamente la actividad
antitumoral de irinotecan. La Figura 18B representa la reduccién del crecimiento tumoral tras el tratamiento con
PDL192 + irinotecan.

Las células de cancer colorrectal HT29 son mutantes para B-raf. En contraste con la potente actividad antitumoral de
PDL192 a 10 mg/kg en el modelo de xenoinjerto HT29, cetuximab a 10 mg/kg no mostré inhibiciéon del crecimiento
tumoral. Sin embargo, la combinacion de cetuximab a 10 mg/kg con una dosis baja de PDL192 a 0,5 mg/kg dio
como resultado una inhibicién estadisticamente significativa del crecimiento tumoral. La Figura 18C representa la
falta de actividad antitumoral de cetuximab solo en el modelo de xenoinjerto HT29, y la inhibicién del crecimiento
tumoral de la combinacién cetuximab/PDL192.

En el modelo de xenoinjerto HT29, el tratamiento de la combinacién de cetuximab y irinotecan dio como resultado
una inhibicién significativa del crecimiento tumoral. A una dosis baja de 0,5 mg/kg, aunque PDL192 solo no inhibi6 el
crecimiento tumoral, potencié la actividad antitumoral de la combinacién cetuximablirinotecan. La Figura 18D
representa la reduccion del crecimiento tumoral tras el tratamiento con cetuximab/irinotecan + PDL192.

Se inocul6 ortotdpicamente a ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) en una almohadilla de grasa
mamaria con una variante de la estirpe celular de cancer de mama MDA-MB-231. Cuando los tumores alcanzaron
aproximadamente 100 mm3, a los animales se les dosific6é intraperitonealmente con PDL192 o 19.2.1, o con
anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, 3 veces por semana durante 3 semanas. También se us6 un estudio de
basqueda de intervalo de dosis para determinar el intervalo de niveles de dosis eficaces con PDL192 en este
modelo. En este estudio, a los animales se les dosific6 con PDL192 a 10 mg/kg, 3 mg/kg, 1 mg/kg, o 0,3 mg/kg, o
con anticuerpo de control de isotipo a 10 mg/kg, 3 veces por semana durante 3 semanas.

En el modelo de la variante MDA-MB-231, PDL192 inhibié de forma significativa el crecimiento de tumores primarios.
La figura 19A representa la reduccion en el tamafio del tumor primario tras el tratamiento con PDL192. Se obtuvieron
resultados similares usando 19.2.1 (datos no mostrados). El modelo de la variante MDA-MB-231 muestra
crecimiento metastasico en los pulmones de ratones gque poseen tumores. La cuantificacion de las metastasis
pulmonares revelé que PDL192 redujo significativamente el establecimiento y crecimiento de metastasis pulmonar
en ratones tratados. La figura 19B representa la inhibicion de metastasis pulmonares. El crecimiento metastasico fue
mas sensible al tratamiento con PDL192 que lo que lo fue el crecimiento de tumores primarios.

Ejemplo 4: Actividad ADCC in vitro

Las actividades antitumorales in vivo de los anticuerpos anti-TweakR son probablemente debidas, en parte, a la
capacidad de los anticuerpos para estimular citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) a través de la
porcién Fc de la molécula de anticuerpo. Para determinar si ADCC estuvo implicada en las actividades antitumorales
de los anticuerpos anti-TweakR, incluyendo PDL192, 19.2.1, PDL400, 136.1 y 18.3.3, los anticuerpos se incubaron
in vitro con: 1) células transfectantes TweakR en presencia de células mononucleares de sangre periférica humana
(PBMCs) sanas, 2) estirpes celulares cancerosas en presencia de PBMCs, 3) células transfectantes TweakR en
presencia esplenocitos de ratén, o 4) estirpes celulares cancerosas en presencia de esplenocitos de raton.

Una estirpe celular transfectante TweakR se marcé con >'Cr y se incub6 con PBMCs humanas a una relacion 50:1
de células efectoras:células diana en presencia de una titulacion de PDL192, 19.2.1, PDL400, y 18.3.3, o de
anticuerpos de control de isotipo. Se observé actividad ADCC con los cuatro anticuerpos en el transfectante TweakR
con PBMCs humanas. La figura 20A representa un experimento tipico que usa PDL192. Se obtuvieron resultados
similares con los otros tres anticuerpos (datos no mostrados).

La estirpe celular de cancer renal SN12C se marcé con ey y se incub6é con PBMCs humanas a una relacion 50:1
de células efectoras:células diana en presencia de una titulacion de PDL192 y PDL400, o de anticuerpos de control
de isotipo. Se observé actividad ADCC con ambos anticuerpos contra células SN12C con PBMCs humanas. La
figura 20B representa un experimento tipico que usa PDL192. Se obtuvieron resultados similares con PDL400 (datos
no mostrados).

Se marcé una estirpe celular transfectante TweakR con *icr y se incub6 con esplenocitos de ratén a una relacion de
50:1 de células efectoras:células diana en presencia de una titulacion de PDL192, 19.2.1, PDL400, 136.1y 18.3.3, 0
de anticuerpos de control de isotipo. Se observé actividad ADCC con los cinco anticuerpos en el transfectante
TweakR con esplenocitos de ratén. La figura 20C representa un experimento tipico que usa PDL192. Se obtuvieron
resultados similares con los otros cuatro anticuerpos (datos ho mostrados).

Ejemplo 5: Actividad antitumoral in vivo a través de multiples mecanismos de accion

La region Fc de 19.2.1 se cambié de IgG2a murino a IgG1 murino, generando 19.2.1xG1. En ensayos in vitro, 19.2.1
y 19.2.1xG1 mostraron una unién similar a células que expresan TweakR, y ambos anticuerpos exterminaron células
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de céancer de colon HT29 de una manera dependiente de la dosis. Sin embargo, aunque 19.2.1 indujo
potencialmente ADCC en un transfectante TweakR, 19.2.1xG1 mostré una actividad ADCC débil.

Se inoculé subcutaneamente a ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID) con células de cancer renal
SN12C o con células de melanoma A375. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 100 mm3, a los
animales se les dosificd intraperitonealmente con 19.2.1, 19.2.1xG1, o con anticuerpo de control de isotipo 1gG1
murino a 10 mg/kg, 3 veces por semana durante 3 semanas.

En el modelo de xenoinjerto de cancer renal SN12C, el tratamiento con 19.2.1 dio como resultado una regresion
tumoral total. Por el contrario, 19.2.1xG1 mostré actividad antitumoral minima (figura 20A). En el modelo de
xenoinjerto de melanoma A375, ambos isotipos de 19.2.1 mostraron actividad antitumoral igualmente potente (figura
21B).

Aungue se han ilustrado y descrito diversas formas de realizacion especificas, se apreciarda que se pueden realizar

diversos cambios sin separarse de la invencion como se define mediante las reivindicaciones.
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115

Ser

Cys

Tyr

Gln

55

Gly

Asp

Phe

Gly

Val

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

val

Pro

Arg

Trp

40

Met

Ser

val

Gly

34

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Tyr
105

Thr

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Asp

Val

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

20

Gly

Val

Tyr

Lys

Ser
75

Thr

Gly

Ser

Leu

Lys

Gln

Leu

Asp

75

Tvr

Thr

Lys

Thr

Gly

Ty

60

Thr

Ala

Asp

Ser
120

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Lys

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

val

Tyr

Val

Leu

Fro

45

Ser

Thr

Cys

val

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Trp
110

Thr

Leun

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

His

95

Ile

Ala

Phe

Ile

Phe

Tyr

8o

Cys

Gln

Gly

Ser

ser

Pro

Ile

80

Asn

Lys
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ES 2411907 T3

<210> 13

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Ser Tyr Trp Met Ser
1 5

<210> 14

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 14

Ser Tyr Trp Met Ser
1 5

<210> 15

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

Asn Tyr Trp Met Ser
1 5

<210> 16

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 16

Lys Tyr Trp Met Asn
1 5

<210> 17

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 17

Arg Tyr Trp Met Ser
1 5

<210> 18

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 18
Asn Tyr Trp Met Asn
1 5

<210>19

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

35
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ES 2411907 T3

Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser
1 5 10 15

vVal Lys Gly

<210> 20

<211>19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 20
Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly

<210> 21

<211>19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21

Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser
1 5 i0 15

Val Lys Gly

<210> 22

<211>19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 22
Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser
1 5 10 15

Ala Lys Gly

<210> 23

<211>20

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23

Glu Ile Arg Val Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr Thr His Tyr Ala Glu
1 5 10 15

Ser Val Lys Gly
20

<210> 24

<211>19

<212> PRT

<213> Mus musculus

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 24

Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser
5

1

Val Lys Gly

<210> 25

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105

ES 2411907 T3

10

Tyr Tyr Ala Asp Ala Met Asp Tyr

1

<210> 26

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26

5

Tyr Tyr Ala Asp Ala Met Asp Tyr

1

<210> 27

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27

3

Gly Phe Ala Asp Tyr Phe Asp Tyr

1

<210> 28

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 28

5

Thr Tyr Ala Asp Thr Met Asp Tyr

1

<210> 29

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 29

5

Tyr Tyr Ala Asp Ala Met Asp Tyr

1

<210> 30

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30

5

Ala Tyr Ala Asp Tyr Phe Asp Tyr

1

5
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<210> 31

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

20

<210> 32

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Glu Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly
5

i

Ser Met Lys Leu Ser Cys Val Ala

20

<210> 33

<211> 30

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 33

Glu Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly
5

1

Ser Met Lys Leu Ser Cys Val Ala

20

<210> 34

<211>30

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 34

5

ES 2411907 T3

10

25

10

25

10

25

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

15

Ser Gly Phe Thr Phe Ser

30

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

15

Ser Gly Phe Thr Phe Ser

30

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

15

Ser Gly Phe Thr Phe Ser

30

Glu Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Met Lys Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Z&sn

20

<210> 35

<211> 30

<212> PRT

<213> Mus musculus

25

38
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<400> 35

ES 2411907 T3

Glu vVal Lys Leu Gly Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

1

10

Ser Met Lys Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Pro Phe

20

<210> 36

<211> 30

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 36

Glu Val G1ln Leu Val Glu Ser Gly

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

20

<210> 37

<211> 30

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 37

Glu val Lys Leu Gly Glu Ser Gly

1

Ser Met Lys Leu Ser Cys Val 2la

20

<210> 38

<211> 30

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 38

Glu Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly

1

Ser Met Lys Leu Ser (Cys

20

<210> 39

<211> 30

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 105

Val Vval

Glu Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly

1

Ser Met Lys Leu Ser Cys Val Ala

20

25

Gly Gly Leu Val Gln
10

Ser Gly Phe Pro Phe
25

Gly Gly Leu Val Gln
10

Ser Gly Phe Thr Phe
25

Gly Gly Leu Val Gln
10

Ser Gly Leu Thr Phe
25

Gly Gly Leu Val Gln

10

Ser Gly Phe Ser Phe
25

39

Pro Gly Gly
i5

Thr
30

Pro Gly Gly
15

Thr
30

Pro Gly Gly
15

Ser
30

Pro Gly Gly
15

Ser
30

Pro Gly Gly
15

Ser
30
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ES 2411907 T3

<210> 40

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala

1 5

<210> 41

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly
1 5

<210> 42

<211>14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 42
Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly
1 >

<210> 43

<211>14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 43
Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly
1 5

<210> 44

<211>14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 44

Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly
1 5

<210> 45

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Trp Val Arg Gln Ala Preo Gly Lys Gly
1 5

<210> 46

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

10

Leu Glu Trp Val Ala
10

Leu Glu Trp Val Ala
10

Leu Glu Trp Leu Ala
10

Leu Glu Trp Val Ala
10

Leu Glu Trp Val Ala
10

40
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ES 2411907 T3

Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 47

<211> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 47

Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala
1 5 10

<210> 48

<211> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 48

Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp vVal Ala
1 5 10

<210> 49

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Gly
20 25 30

<210> 50

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Ser Arg Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly Ile Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210>51

<211> 32

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 51

Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Arg Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly Ile Tyr Tyr Cys Thr Gly
20 25 30

41



10

15

20

25

30

35

ES 2411907 T3

<210> 52

<211> 32

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 52

Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Arg Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asn Thr Gly Ile Tyr Tyr Cys Thr Gly
20 25 30

<210> 53

<211> 32

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 53

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Arg Ser Ser Val Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ser Pro
20 25 30

<210> 54

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr Val Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Pro
20 25 30

<210> 55

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Arg Ser Ser Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 56

<211> 32

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 56

42
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Lys Phe Thr Val Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Arg Leu Tyr Leu Gln

1 5 10 15

Met Ser Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Gly Ile Tyr Tyr Cys Ile Gly
20 25 30

<210> 57

<211> 32

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 57

Arg Phe Thr Ile Ser Arg His Asp Ser Lys Ser Ser Val Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu aAsp Thr Gly Ile Tyr Tyr Cys Thr Arg
20 25 30

<210> 58

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 59

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 59

Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Serx
1 5 10

<210> 60

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 60

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 61

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 61

Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
1 5 i0

<210> 62
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ES 2411907 T3

<211>11
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 62

Trp Gly G1ln Gly Thr Leu Val Thr Val
1 5

<210> 63

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63

Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr val
1 5

<210> 64

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 64
Trp Gly Gln Gly Thr Ser vVal Thr Vval
1 5

<210> 65

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 65

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val
1 5

<210> 66

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Thr Ser
1 5

<210> 67

<211>15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 67

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Thr Ser
1 5

<210> 68

<211>15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 68

Ser Ser
10

Ser Ser
10

Ser Ser
10

Ser Ser
10

Ser Tyr Ser Tyr Met His

10

Ser Tyr Ser Tyr Met His

10

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2411907 T3

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Thr Ser Ser Tyr Ser Tyr Met Gln
1 5 10 15

<210> 69

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 69
Lys Ala Ser Gln Ser val Ser Thr Ser Thr Tyr Ser Tyr Met Gln
1 3 10 15

<210> 70

<211>15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 70

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Thr Ser Ser Tyr Ser Tyr Met His
1 5 10 15

<210>71

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 71

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Thr Ser Thr Tyr Ser Tyr Met His
i S 10 15

<210> 72

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

Tyr Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

<210>73

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 73

Tyr Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

<210> 74

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 74

Tyr Ala Thr Asn Leu Asp Ser
1 5

<210>75
<211>7
<212> PRT
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ES 2411907 T3

<213> Mus musculus

<400> 105

Tyr Ala Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 76

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 76

Tyr Ala Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 77

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 77
Tyr Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

<210> 78

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

Gln His Ser Trp Glu Ile Pro Tyr Thr
1 5

<210> 79

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 79

Gln His Ser Trp Glu Ile Pro Tyr Thr
1 5

<210> 80

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 80
Gln His Ser Trp Glu Ile Pro Tyr Thr
1 5

<210> 81

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 105

Gln His Ser Trp Glu Leu Pro Tyr Thr
1 5
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ES 2411907 T3

<210> 82

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 82

Gln His Ser Trp Glu Ile Pro Trp Thr
1 5

<210> 83

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 83
Gln His Ser Trp Glu Ile Pro Tyr Thr

<210> 84

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 84

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

<210> 85

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 85

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys
20

<210> 86

<211>23

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 86
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys
20

<210> 87

<211>23

<212> PRT
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<213> Mus musculus

<400> 87

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Thr Val Ser Leu Gly
15

1 5 10

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys
20

<210> 88

<211> 23

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 88

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
15

1 5 10

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys
20

<210> 89

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 89

Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

<210> 90

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 3 10

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys
20

<210>91

<211> 23

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 91

48

15

15



10

15

20

25

30

35

40

45

Asp Ile Val Leu
1

Gln Arg Ala Thr
20

<210> 92

<211> 23

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 92
Asp Ile Val Leu
i

Gln Arg Ala Thr
20

<210> 93

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 93

Trp Iyr Gln Gln
1

<210> 94

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 94
Trp Tyr Gln Gln
1

<210> 95

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 95

Trp Tyr Gln Gln
1

<210> 96

<211>15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 96
Trp Tyr Gln Gln
1

<210> 97

<211>15

<212> PRT

<213> Mus musculus

ES 2411907 T3

Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Val Val Ser Leu Gly
5 19 15

Ile Ser Cys

Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Val Val Ser Leu Gly
5 10 15

Iie Ser Cys

Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Lys
5 10 15

Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
5 10 15

Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Lys
5 10 15

Arg Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Lys
5 10 15
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<400> 97

Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile

1 5

<210> 98

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 98

Trp Val Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile

1 5

<210> 99

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 99

Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro Lvs Leu Leu Ile

1 5

<210> 100

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 100

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile

i 5

<210> 101

<211>15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 101

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Ile Leu Ile

1 5

<210> 102

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 102

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Glv Thr Asp

1 5

10

10

10

10

10

10

Lys
15

Lys

15

Tyr

15

Lys
15

Lys

15

Phe Thr
15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

20 25

<210> 103

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 103

50
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ES 2411907 T3

Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly
1 5

Leu Asn Ile His Pro Val Glu Glu
20

<210> 104

<211> 32

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 104

Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly
1 5

Leu Asn Ile His Pro vVal Glu Glu
20

<210> 105

<211> 32

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 105

Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly
1 5

Leu Asn Ile His Pro Val Glu Glu
20

<210> 106

<211> 32

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 106
Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly

Leu Asn Ile His Pro Val Glu Glu
20

<210> 107

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 107

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
10 15

Giu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
25 30

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
10 15

Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
25 30

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
10 15

Glu Asp Ala 2Ala Thr Tyr Tyr Cys
25 30

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

10 i5

Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
25 30
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Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

1

5

10

15

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys

20

<210> 108

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 108

25

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr

1

5

10

Leu 2sn Ile His Pro VvVal Gln Glu Glu Asp Thr Ala Thr

20

<210> 109

<211> 32

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 105

25

Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr

1

5

10

Leu Asn Ile His Pro Val Glu Glu Glu Asp Thr Ala Thr

20

<210> 110

<211> 32

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 110

z25

Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr

1

5

10

Leu Asn Ile His Pro Val Glu Glu Glu Asp Thr Ala Thr

20

<210> 111

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 111

25

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg

1

<210> 112

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

5

10

52

30

Asp Phe Thr
15

Tyr Tyr Cys
30

Asp Phe Thr
15

Tyr Tyr Cyvys
30

Asp Phe Thr
15

Tyr Tyr Cys
30
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<400> 112

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lvs Arg
1 5 10

<210> 113

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 113

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
1 3 10

<210> 114

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 105

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
1 5 10

<210> 115

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 115

Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys Arg
1 5 10

<210> 116

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 116

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
1 5 10

<210> 117

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 117
Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys Arg
1 5 10

<210> 118

<211>11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 118

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Met Glu Ile Lys 2Arg
1 5 10
<210> 119

53
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<211>11
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 119

ES 2411907 T3

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg

1

<210> 120

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221 > caracteristica diversa

<222> (1)..(1)

5

10

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 120

Xaa Tyr Trp Met Xaa

1

<210> 121

<211>19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (17)..(17)

5

<223> Xaa puede ser cualquier amino&cido de origen natural

<400> 121

Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser

1

Xaa Lys Gly

<210> 122

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> caracteristica diversa

<2225 (1)..(2)

5

10

<223> Xaa puede ser cualquier amino&cido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (5)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 122

¥aa Xaa Ala Asp Xaa Xaa Asp Tyr

1

5

54
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<210> 123

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222>(18)..(19)

<223> Xaa puede ser cualquier amino&cido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (23)..(23)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (28)..(28)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (30)..(30)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 123
Glu Val Xaa Leu Xaa Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Fro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Xaa Xaa Leu Ser Cys Xaa Ala Ser Gly Phe Xaa Phe Xaa

45

50

55

60

20 25

<210> 124

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

55
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<220>

<221> caracteristica diversa

<222>(13)..(13)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 124

Trp Val Arg Gln Xaa Pro Xaa Lys Gly Leu Glu Trp Xaa Ala
1 5 10

<210> 125

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (8)..(13)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222>(19)..(19)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (24)..(24)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (26)..(27)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222>(31)..(32)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 125
Xaa Phe Thr Ile Ser Arg Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Leu Gln
1 5 io 15

Met Asn Xaa Leu Arg Ala Glu Xaa Thr Xaa Xaa Tyr Tyr Cys Xaa Xaa
20 25 30

<210> 126

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

56
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<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (6)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 126

Trp Gly Gln Gly Thr Xaa Xaa Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 127

<211>15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (10)..(10)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (15)..(15)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 127

Xaa Ala Ser Gln Ser Val Ser Thr Ser Xaa Tyr Ser Tyr Met Xaa

1 S 10

<210> 128

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (3)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 128

Tyr Ala Xaa Xaa Leu Xaa Ser
1 S

<210> 129

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

57
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<400> 129

Gln His Ser Trp Glu Xaa Pro Tyr Thr
1 5

<210> 130

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (3)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222>(9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222>(12)..(13)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (15)..(15)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (17)..(17)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222>(19)..(19)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (22)..(22)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 130

Xaa Ile Xaa Xaa Thr Gln Ser Pro Xaa Ser Leu Xaa Xaa Ser Xaa Gly

1 5 10

Xaa Arg Xaa Thr Ile Xaa Cys
20

<210> 131

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

58
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<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (8)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 131

Trp Tyr Gin Gln Xaa Pro Gly Xaa Xaa Pro Lys Leu Leu Ile Lys

1 5 10

<210> 132

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221 > caracteristica diversa

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222>(18)..(18)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (20)..(24)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (27)..(27)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (29)..(29)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 132

Gly Xaa Pro Xaa Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

1 5 10

Leu Xaa Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Glu Asp Xaa Ala Xaa Tyr Tyr Cys

20 25

59

30

15

15
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<210> 133

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (6)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 133
Phe Gly Xaa Gly Thr Xaa Xaa Glu Ile Lys Arg
1 5 10

60
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REIVINDICACIONES
1. Anticuerpo anti-Tweak-R aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo,
en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno puede inhibir o prevenir el crecimiento de un tumor
sélido que expresa SEC ID n° 2, en el que ademas dicho anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno

comprende:

una CDR1 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la féormula
XaaYWMXaa (SEC ID n° 120), en la que Xaa en la posicién 1 es S, N, o Ky Xaa en la posicion 5 es S o N;

una CDR2 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
EIRLKSDNYATHYAESXaaKG (SEC ID n° 121), en la que Xaa en la posicion 17 es Ao V;

una CDR3 de cadena pesada codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la formula
XaaXaaADXaaXaaDY (SEC ID n° 122), en la que Xaa en la posicion 1 es G, T, 0 Y, Xaa en la posicién 2 es F
0Y, Xaa en la posicion 5es A, T, 0 Y, y Xaa en la posiciéon 6 es F o M;

una CDR1 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
XaaASQSVSTSXaaYSYMXaa (SEC ID n° 127), en la que Xaa en la posicién 1 es R o K, Xaa en la posicién
10 es So Ty Xaa en la posiciéon 15es Ho Q;

una CDR2 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la férmula
YAXaaXaalXaaS (SEC ID n° 128), en la que Xaa en la posicion 3 es S 0o T, Xaa en la posicién 4 es N o K,
Xaa en la posicién 6 es E 0 D; y,

una CDR3 de cadena ligera codificada por una secuencia de aminoacidos que comprende la féormula
QHSWEXaaPYT (SEC ID n° 129), en la que Xaa en la posicion 6 es | o L.

2. Anticuerpo o un fragmento de unidn a antigeno del mismo segun la reivindicacion 1, que comprende, bien sea:
(i) una region Vy que comprende SEC ID n°:3 y una regién V. que comprende SEC ID n°:4;
(ii) una regién Vy que comprende SEC ID n°:5 y una regién V. que comprende SEC ID n°:6;
(i) una regién Vy que comprende SEC ID n°:7 y una regién V. que comprende SEC ID n°:8; o
(iv) una regién Vy que comprende SEC ID n°:9 y una regién V. que comprende SEC ID n°:10.

3. Anticuerpo aislado segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho anticuerpo es de isotipo IgG1 humano o de
raton.

4. Anticuerpo anti-TweakR aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho anticuerpo aislado es un anticuerpo monoclonal.

5. Anticuerpo anti-TweakR aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo seguin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho anticuerpo aislado es un anticuerpo humanizado.

6. Compuesto conjugado que comprende un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5, enlazado a un resto efector.

7. Compuesto conjugado segun la reivindicacion 6, en el que el resto efector es un resto marcador.

8. Compuesto conjugado segun la reivindicacion 7, en el que el resto marcador es un marcador radioactivo, un
marcador fluorescente o una enzima.

9. Compuesto conjugado segun la reivindicacion 6, en el que el resto efector es un resto terapéutico.
10. Compuesto conjugado segun la reivindicacién 9, en el que el resto efector terapéutico es un agente citotoxico.

11. Compuesto conjugado segun la reivindicacion 10, en el que el agente citotdxico es una toxina, un agente
guimioterapéutico o un radioisétopo.

12. Composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno segun cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 5, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

13. Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para
Su uso en terapia.

61
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14. Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno segun la reivindicacion 1 a 5 para uso para el tratamiento de un
tumor sélido en un sujeto.

15. Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno segun la reivindicacion 14, o uso segun la reivindicacion 14, en
combinaciéon con un agente terapéutico seleccionado de entre el grupo constituido por agentes dirigidos contra
dianas, agentes quimioterapéuticos convencionales, y agentes de terapia hormonal.

16. Anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 14, o uso segun la reivindicacién 14, en el que el
tumor sélido se selecciona de entre el grupo constituido por cancer de vejiga, cancer de mama, cancer colorrectal,
cancer pulmonar, melanoma, cancer pancreatico, cancer ovarico, cancer renal, cancer de cabeza y cuello, cancer
esofagico, cancer uterino, cancer de eso6fago, cancer cervical, glioblastoma, y sarcomas.

17. Anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 16, o uso segun la reivindicacion 16, en el que el
tumor solido es cancer colorrectal, cancer pancreatico, o cancer de mama.
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(SECIDn° 1)

tcgacccacyg
gcteggggct
ctgcgctceeg
tggagcgcegg
gacttctgcc
cttgggggcg
agacgatgce
tgcecagetyg
tcatcattcea
gctcectecac
ttcaggggaa
gcctcacget

9999ag949999
cttgacacta

ggggttaggg
atacagaccc

aggggaggga
gcggeccgcte

(SECID n° 2)

Met
Leu
Thr
Cys
Leu
Ile
Gly
Pro
Gln

Ala
Trp
hla
Met

Leu
Phe
Ile

Arg
Leu
Pro
Asp
Gly Cys
Gly
Leu
Glu

cgtcegecca
cgctgegecg
tggcegggga
acctggacaa
tgggctgcgce
ctctgagecet
gcaggagaga
tggcgetgat
ttcatccatt
cacaagyggyg
ccttecaagg
ggctcacaca
gtgcecctoect
ggccceccacte
acctattttt
ccecaactee
gaatttatta
tagaggatcc

Ser
Leu
Ser
Ala
Ala
Ala
Trp
Thr

Gly
Ala
Cys
Cys
Ala
Gly
Val
Glu

Leu
Leu
Arg
Ser
Ala
Leu
Arg
Gly

ES 2411

cgcgtecgec
gttgctgcegg
gcaagcgcca
gtgcatggac
tgcagcacct
gaccttegtyg
gaagttcacc
ccagtgacaa
ctagagccag
gtggggggcg
tgtctggttyg
aaacagctga
tcctagagge
actcagatgt
aacactaggyg
ccaaagcgqgg
ataaaagaat
ctc

907 T3

cacgcgtecyg
ctectegtge
ggcaccgccce
tgcgegtett
cctqgeccecet
ctggggctge
acccccatag
tgtgoccect
tctetgecte
gtgaatcacc
cectgectet
cactgactaa
cectgggggece
cctgaaatte
ggctggcecca
gaggagatat
ctttaacttt

FIG. 1A

Arg
Arg
Gly
Cys
Pro
Ser
Arg
Gly

Arg
Ser
Ser
Arg
Pro
Lzu
Cys
Glu

Leu Leu Arg
Val Ala Gly
Ser Trp Ser
Ala Arg Pro
Ala Pro Phe
Thr Phe Val
Arg Arg Arg
Gly Cys Pro

FiG. 18
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ggcgcagegac
tggggctctg
cctgcteecyg
gcagggedgceg
teecggetget
tttetggett
aggagaccgg
gccagecggg
ccagacgcyg
tctgaggcect
ggctccagaa
ggaactgcag
aggctgactt
caccacgggg
ctaggagggc
ttattttggg
daaaaaaaaa

Leu
Gln
Asp
Sexr
Leu
Gly
Lys
Val

Leu
Glu
Ala
His
Arg
Leu
Glu
Ala

Val
Ala
Leu
Asp
Leu
Leu
Phe
Ale

gtgcactatg
gctggegtty
cggcagctee
accgcacagc
ttggcecatce
tttggtctgg
¢ggagaggge
gctegeecac
cgggagccaa
gggcccagygg
cagaaaggga
catttgcaca
ggggggcaga
gtcaccctgg
tggcecctaag
gagagtttgg
aaaaaaaagqg

Leu
Pro
Asp
Phe
Trp
Leu
Thr
Leu

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
Ser
Thr
Ile
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AIETALOODA LAGIEMSHO JARIVICHIRAIHINTILAIALDSISDHSILTIAD

{paa) (€8dD) feda)
SHINSYA MITIAIJODANOOAM HWAISASSISASDEVY SSIIWHODISAWISYASOIIAIG
{zuaad) (zdaa} (THaD) {1u3)

(9uQlID3g) In

SSALASLOOOM AQWYAYAX DLOXAIDLAEVSISNWOTIATASHSAQESILAN

(pua) {(£9a2) {gua)
OANASAVAHLYANASATHIE VYAMATOMIASOIAM SHMAS SALADSYAISTIWSODIDATODDSTATIAT
(zuaon) (zaa) (19ad) (T31)

(G oU Al D3Q) 14

ATIAALODDA LALIHEMSHO JAALYICIAOISSILIILAQILIOSOSOSALSIAD

(pa3) (£4aD} {E£94a)
SATINSVA ALTTAAVADINODAM HWASASSISASOSYY DILITAYADASYSISSISOIWDIAC
{zuao) {Zua) (1uad) (1ua3)

(F oU Al D38) 14

SEALATIOOOM AAWYAVYAA DILDXAAYLATYIISNWOTIATISNYMSCIUISILAY

{(pda) (£"aD) (€ual
OMASEVAHIVANASHTITA YAMATIONOAYOEIAM SWMAS SALIOSYYOSTEISOOIDATOOOSEATOAS
(2dad) (Z¥d) {T9an) {122)

(€ ou QI D38) HA

de "Dif

ve "D+
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AT DIELODDA LAJIHMSHO DAALYVOAIAASHINTLAGIOSDS)SIETIAD
{(pud) (guan) {oda)
)

SATNLYA MITIANIIODIUOO0AM OWASXSSLSASOSWY DSILTID
(

ISALISTISOLTAIG
{caan) (zda) {19an} £

|

0L oualD3ag) 1A

SSALILIOUOM XAARAYAD DLIZAIDINIVIEINNWOTATISMSAOES I LA

(pUd) (eugo} {gual
OMASAVAHIVANGSNTHIE YIMATONAISOTAM SHMAN NILIDSTYADSTIWNSHIDIDATIODDSTIINAL
{zuad) {zud) {19an) {1Tua)

(60Ul O38) HA

MATITILOODd LAJTAMSHO DARIVIAEIZASHINILIGLOSDSDSIUTEIAD

{pua) (g3aD) {cda?
SQTIMSYE AITINASOOIUDDAIM DWASXISISASOSYY DSIIVHODISAYISYASHLIAIG
{zaao) {(zuad) (19g2) (Tda}

(@.,uq@l D39 1A

SSALASLOOOM AUWLAVAL dSOAAIYILAAVITNNHOTAASSYSAAISILAY

{vaa) (£9ao}) (£w4a)
OIVSIVAHLYANASHTEIS YAMATOHIISOIAM NWMAY TIdADSYADSTINSIDADATIDISTOTIAT
{zaan) (zu3a) {19ao) {1wa)

(Z U QlD39) BA

ae i+

D¢ i
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ATAAALDDD IMJTEINHY DAAADAJAVIAES IATLACLOSOSSESAEAANAD

{(pua) {£9as) {euar
SYINSHDO AITIOASOOdADTAM KTALIONSHTIISMSSY DSISY4EIDJIASTSTIISOINATC
{ zyao) {zu3) (T9gD)} {193)

(2l U@l D39 1

SSALALLODOM AADARAGZAILY ¥YIAAAWIAISHTYSSTEWNAVISL SMAIYITLYS

(#ya3) {£4daD) (cga)
SHIVISAALYOILOIAIE DIMATONDAVYONAM VIIAAd LALADSANDISINASYIEMAATYDSOATIOAD
{z9a2) {zdd) (19aD) {194

(L1 U@l D38) HA

¢ "Oid
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Cadena pesada: CDR1

PDL192
19.21
136.1
18.3.3
ITEM-3
ITEM-1

Cadena pesada: CDR2

PDL192
19.2.1
136.1
18.3.3
ITEM-3
ITEM-1

ES 241190

7T3

Cadena pesada: CDR3

PDL192
19.2.1
136.1
18.3.3
ITEM-3
ITEM-1

Cadena pesada: FR1

PDL192
PDL192-2
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FIG 4A
YASNLES SECIDn°72
YASNLES SECIDn°73
YATNLDS SECIDn° 74
YASKLDS SECID n°75
YASKLDS SECIDnNn°76
YASNLES SECIDn° 77
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PDL192 WYQQKPGKAPKLLIK SEC ID n° 93
PDL192-2 WYQQKPGQPPKLLIY SEC ID n° 94
19.2.1 WYQQKPGQPPKLLIK SEC ID n° 95
136.1 WYQQRPGQPPKLLIK SEC ID n° 96
18.3.3 WYQQRPGQSPKLLIK SEC ID n° 97
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FIG 4E
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ITEM-1 GVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDTATYYC SEC ID n° 110
FIG 4F
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PDL192 FGGGTKVEIKR SECID n°111
PDL192-2 FGGGTKLEIKR SECID n°112
19.2.1 FGGGTKLEIKR SECID n° 113
136.1 FGGGTKLEIKR SECID n° 114
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Secuencia de consenso para anticuerpos anti-Tweak R

CDR1 pesada variable
CDR2 pesada variable
CDR3 pesada variable
FR1 pesada variable
FR2 pesada variable
FR3 pesada variable
FR4 pesada variable
CDRL1 ligera variable
CDR2 ligera variable
CDRa3 ligera variable
FR1 ligera variable
FR2 ligera variable
FR3 ligera variable
FR4 ligera variable

XYWMX (SEC ID n° 120)

EIRLKSDNYATHYAESXKG (SEC ID n° 121)

XXADXXDY (SEC ID n° 122)
EVXLXESGGGLVQPGGSXXLSCXASGFXFX (SEC ID n° 123)
WVRQXPXKGLEWXA (SEC ID n° 124)
XFTISRDXXXXXXYLQMNXLRAEXTXXYYCXX (SEC ID n° 125
WGQGTXXTVSS (SEC ID n° 126)

XASQSVSTSXYSYMX (SEC ID n° 127)

YAXXLXS (SEC ID n° 128)

QKSWEXPYT (SEC ID n° 129)
XIXXTOSPXSLXXSXGXRXTIXC (SEC ID n° 130)
WYQQXPGXXPKLLIK (SEC ID n° 131)
GXPXRFSGSGSGTDFTLXIXXXXXEDXAXYYC (SEC ID ne 132)
FGXGTXXEIKR (SEC ID n° 133)

FIG 5
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